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Untersuchungen iiber die Strahlenresistenz einiger 
psyehrophiler Bakterien und Hefen vom Seefiseh 


Von 
W. SCHMIDT-LORENZ und J. FARKAS * 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 2. November 1960) 


Bei jeder Bestrahlung von Lebensmitteln mit ionisierenden Strahlen, 
die nur eine Pasteurisierung, d.h. keine Sterilisierung und vollstandige 
Abtétung aller vorhandenen Mikroorganismen bewirkt, ist eine an- 
schlieBende Kaltlagerung der bestrahlten Produkte unumginglich. Nur 
durch eine Kaltlagerung méglichst bei Temperaturen unterhalb von 
+ 2°C laBt sich die Vermehrung pathogener Mikroorganismen, die unter 
Umstanden noch in den Lebensmitteln vorhanden sein und die Bestrah- 
lung tiberlebt haben kénnen, mit einiger Sicherheit verhiiten. Die Wirk- 
samkeit einer pasteurisierenden Bestrahlung hinsichtlich des haltbar- 
keitsverlangernden Effektes wird damit in erster Linie durch die Strahlen- 
resistenz der psychrophilen oder kaltetoleranten Mikroorganismen, die 
allein bei diesen niedrigen Temperaturen noch geeignete Vermehrungs- 
bedingungen finden, bestimmt. Trotz der zahlreichen bisher vorliegenden 
Strahlenresistenzbestimmungen bei Mikroorganismen sind aber nur 
wenige Untersuchungen bei typisch psychrophilen Mikroorganismen 
bekanntgeworden (Wo.LIN, Evans u. Niven 1957; Draxz, Evans u. 
Niven 1958). Da fiir die Praxis vor allem die Anwendung der Strahlen- 
pasteurisation, bei der noch keine Geruchs- und Geschmacksverande- 
rungen im Lebensmittel auftreten, besonders erfolgversprechend er- 
scheint, ist eine bessere Kenntnis der Strahlenresistenz gerade dieser 
Mikroorganismengruppe dringend erwiinscht. 

In vorausgegangenen Untersuchungen zur Oberflachenpasteurisation 
von verpacktem Seefisch durch Bestrahlung mit weichen Rontgen- 
strahlen geringer Eindringtiefe (ScuHm1pT-LORENZ u. BERGER 1960) hatten 
wir unter anderem die Veranderung der Zusammensetzung der Mikro- 
flora vor und nach der Bestrahlung sowie im Laufe der Lagerung verfolgt. 
In Erganzung zu diesen Versuchen wurde — wie in der vorliegenden Mit- 
teilung berichtet werden soll — die Strahlenresistenz einer groBeren 


* Zentralforschungsinstitut fiir Lebensmittelindustrie, Herman Orrdé-tr 15, 
Budapest, II. (Ungarn), als Stipendiat der International Atomic Energy Agency, 
Wien (Osterreich). 
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2 W. Scummpt-LorENz und J. Farkas: 


Anzahl psychrophiler Bakterien und Hefen aus der Mikroflora vom Kabel- 
jau bestimmt. AuBerdem wurde noch der Hinflup des Kulturalters sowie 
der Bebriitungstemperaturen nach der Bestrahlung auf die Strahlenresistenz 
der psychrophilen Bakterien untersucht. 


Methodik 


1.Mikroorganismen. Die hier untersuchten, insgesamt 21 Bakterien- und 
5 Hefestamme waren alle aus der psychrophilen Mikroflora vom Kabeljau isoliert. Aus 
der Flora vom unbehandelten (K-Stamme in Tab.1) und vom oberflachlich be- 
strahlten (B-Staémme in Tab.1) Kabeljau wurden von jeder Gattung 1—3 charak- 
teristische Stamme ausgewahlt und deren Strahlenresistenz in Reinkultur bestimmt. 
Lediglich die beiden Aeromonas-Stamme stammten aus 4—6 Wochen alten, nach 
der Bestrahlung bei 0°C gelagerten Kabeljauproben, da diese Art erst nach langerer 
Lagerzeit in der Mikroflora starker in Erscheinung trat. 

Die Hefen wurden nach Lopper (1952) bestimmt. Bei den Bakterien war eine 
eindeutige Zuordnung zu den in Bergey’s Manual (BREED, Murray u. SmirH 1957) 
aufgefiihrten Arten meist nicht méglich. Die Stamme K, und B,, waren am ehesten 
der von Woop (1950) bei Seefischbakterien beschriebenen Corynebacterium globi- 
forme-Gruppe, der gelbpigmentierte Stamm K,, der C. helvolwm-Gruppe zuzuordnen. 
Die nichtpigmentierten Micrococcus-Arten diirften trotz unterschiedlicher bioche- 
mischer Reaktionen alle zu der von Woop (1952) beschriebenen Micrococcus can- 
didus-Gruppe gehéren. Die Pseudomonas-Stimme leBen sich nach Bergey als 
P. fluorescens (Ks), P. incognita (B,, und K,) und P. cohaerens (K, und B,) be- 
stimmen; sie sind also nach RuopEs (1959) alle als P. fluorescens im weiteren Sinne 
anzusprechen. Die Stamme K,, und 5,, entsprachen am ehesten Bergey’s Beschrei- 
bung von Achromobacter pestifer, wahrend 6, und K,, als Alkaligenes metalkaligenes 
bestimmt werden konnten. Bei den Flavobacteriwm-Stammen zeigten die Stiimme Ky 
und £,, ahnliche Merkmale wie F. arborescens, wahrend der Stamm K,, in die Nahe 
von F. aquatile einzuordnen war. 

2. Kulturbedingungen. Ausgehend von den bei +4°C aufbewahrten Stamm- 
kulturen wurden nach zweimaliger, jeweils dreitaigiger Vorkultur auf Schragagar bei 
20°C Flissigkeitskulturen angelegt. Fast bei allen Stémmen war in der Fliissigkeits- 
kultur die stationare Wachstumsphase nach 72stiindiger Bebriitung bei 20°C er- 
reicht; zu diesem Zeitpunkt wurde das Material zur Bestrahlung entnommen. 

In den Versuchen iiber den EinfluB des Alterszustandes auf die Strahlenresistenz 
wurde der Wachstumsverlauf kontinuierlich durch Triibungsmessung und gleich- 
zeitige Zellzihlung nach dem Plattenverfahren verfolgt. 

Nach Verdiinnung der Ausgangssuspension auf einen durch Triibungsmessung 
baw. Zihlung mit der Zahlkammer eingestellten Wert von annahernd 10° Zellen/ml 
mit 0,1 Pepton + 0,85°/) NaCl als Verdiinnungslésung (MossEL 1958; ScumrptT- 
Lorenz 1960) wurden jeweils 1,5 ml der verdiinnten Zellsuspensionen in die Be- 
strahlungsgefaBe tiberfithrt und anschlieBend sofort bestrahlt. Wihrend der Ver- 
diinnung wurden die Zellsuspensionen zur Trennung von Zellverbiinden noch 5 min 
mit Glasperlen geschiittelt. 

Bei den Bakterien fand als Kulturmedium die von Dyer et al. (1946) fiir die 
Bakterienzihlung beim Seefisch empfohlene Hefe- und Fleischextrakt-Pepton- 
Glucose-Bouillon folgender Zusammensetzung Verwendung: Bacto-Pepton 0,2°/,; 
Bacto-Yeast-Extrakt 0,2°/); Bacto-Beef-Extrakt 0,2°/); Glucose 0,1°/,; NaCl 
0,85°/) und K,HPO, 0,1°/,; pq 7,0. 

Die Hefen wurden in Malzextrakt (Malt extract broth, Difco) kultiviert. 

3. Bestrahlung und Keimzahlung. Als Strahlenquelle diente eine Weich- 
strahl-Rontgenréhre (Fa. Machlett), die in einer R. Seifert-Apparatur mit 60 kV, 
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5 oder 20 mA (Berylliumfenster 1 mm, ohne Filter) betrieben wurde. Die Be- 
strahlung erfolgte bei Zimmertemperatur in Petrischalen aus PreBglas mit glattem 
Boden und 4,8 cm @. Die Schichthdhe der eingefiillten Bakteriensuspensionen war 
nicht gro8er als 1 mm; der Abstand vom Fenster der Rontgenréhre betrug 20 cm. 
Es wurden immer sieben im Kreise aufgestellte Petrischalen zusammen bestrahlt. 
Jeweils nach Erreichen der gewiinschten Dosis wurden 1—2 Proben entfernt und 
die restlichen weiterbestrahlt. 

Sofort nach der Bestrahlung wurde 1 ml der bestrahlten Suspension in 9 ml Ver- 
diinnungslosung iiberfiihrt und nach weiterer Verdiinnung Zahlplatten nach dem 
PlattenguBverfahren angelegt. Die Auszihlung der Platten erfolgte, sofern nicht 
anders angegeben, nach 4 Tage langer Bebriitung bei 20°C. Je Dosis wurden meist 
zwei Zahlreihen mit je fimf Parallelplatten/Verdiinnungsstufe angelegt; die ange- 
gebenen Werte sind daher meist Mittelwerte von meist zehn Zahlungen. Die unbe- 
strahlten, sonst aber gleich behandelten Kontrollen wurden zusammen mit den 
zuletzt bestrahlten Proben gezahlt. Bei Verwendung von 0,1°/, Pepton + 0,85°/, 
NaCl als Suspensionsmedium waren in der Zeit vom Beginn der ersten bis zum 
Ende der letzten Bestrahlung keine Keimzahlanderungen in den Kontrollen nach- 
zuweisen (SCHMIDT-LORENZ 1960). 

Die unter den angewandten Bestrahlungsbedingungen erreichte Dosisleistung 
wurde durch chemische Dosismessung nach der Fe-Sulfat-Methode bestimmt und 
durch Messungen mit der Ionisationskammer ergiinzt. Bei einem Betrieb der Rént- 
genrohre mit 20 mA betrug fiir die 1 mm hohe Bakteriensuspension je Minute die 
absorbierte Dosis 5,5 kr. Bei dieser Dosisleistung wurden nur die strahlenresisten- 
teren Micrococcus-, Corynebacterium- und Hefe-Stamme bestrahlt. Bei den strahlen- 
empfindlicheren Pseudomonas-, Flavobacteriwm- und Achromobacter-Stammen 
wurde eine Dosisleistung von nur 1,4 kr/min angewandt. 


Ergebnisse und Diskussion 
1. Die Strahlenresistenz psychrophiler Bakterien und Hefen 


Um bei der Vielzahl von untersuchten Einzelstammen zu vergleich- 
baren Resistenzwerten zu kommen, wurden alle Faktoren, von denen 
bekannt ist, daB sie die Strahlenempfindlichkeit von Mikroorganismen 
beeinflussen kénnen (BRIDGES u. Horne 1959), wie Populationsdichte, 
Kulturalter, Art der Vorkultur, py-Wert, Zusammensetzung und O,- 
Gehalt der Suspensionslésung, Bestrahlungstemperatur und Nahrboden- 
zusammensetzung, méglichst konstant gehalten. Um den Bedingungen im 
der Praxis méglichst nahezukommen, wurde absichtlich ein verhaltnis- 
mafkig niedriger Ausgangskeimgehalt von nur 10°/ml gewahlt. 


Unter diesen konstanten Bestrahlungsbedingungen war bei allen unter- 
suchten Bakterienstammen die Inaktivierungskurve exponentiell, d.h. 
beim Auftragen des Logarithmus des prozentualen Anteils tiberlebender 
Bakterien tiber der dazugehérigen Bestrahlungsdosis ergab sich bei allen 
Stammen eine Gerade (Abb. 1). Als Kriterium fiir das Uberleben gilt dabei 
die Fahigkeit der Zellen zur Bildung sichtbarer Kolonien auf geeignetem 
Kulturagar. Bei exponentiellem Verlauf wird die Strahlenresistenz durch 
die Neigung der Inaktivierungskurve charakterisiert und lat sich daher 
durch einen einzigen Wert, am besten durch den sogenannten D-Wert 
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% Uberlebende 
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(= dezimale Bestrahlungs-Reduktions-Dosis = LD,,)!, kennzeichnen. In 
Tab.1 sind die D-Werte aller untersuchten Bakterienstamme zum Ver- 
gleich ihrer Strahlenresistenz zusammengestellt. Innerhalb der einzelnen 
Gattungen war kein signifikanter Unterschied in der Strahlenresistenz 
zwischen den St&émmen, 
die aus unbestrahlten (K- 
Stémme) und oberflachlich 
bestrahlten (B-Stamme) 
Kabeljauproben isoliert 
waren, nachzuweisen. 

Am strahlenresistentesten 
waren die Muicrococcus- 
| Stémme mit D-Werten von 
Micrococcus | 23—74kr. Eine 4&hnlich 
hohe Strahlenresistenz mit 
D-Werten von annahernd 
45—60 kr wurde auch von 
| Draket, Evans u. NIVEN 
Raia (1958) bei aus Frankfurter 
| | Wiirstchen isolierten Micro- 

; coccus-Arten bestimmt. 

| NG Die gréBte Bestrahlungs- 
/icrococtus 823 empfindlichkeit zeigten die 
| Pseudomonas- und Flavo- 
he bacterium-Stimme mit D- 

Corynebacterium K38 Werten von nur 2,8—6,0kr. 
Havobacrerium Kg | | Diese entspricht der von 
anderen Autoren fiir Pseudo- 


| | | 


10 20 2 
JO W 50 ahd oe % 100 0 0 wonas-Arten bestimmten, 


relativ geringen Strahlen- 
der Mikroflora vom Seefisch: Anteil der tiberlebenden Tresistenz mit D-Werten von 


Abb.1. Strahlenresistenz psychrophiler Bakterien aus 


Keime in Prozent (logarithmisch) als Funktion der Dosis. « 
60kV Réntgenstrahlen, Dosisleistung 1,4 bzw. 5,5 kr/min, 3—6 kr (GUNTER u. Koun 


10° Zellen/ml Verdiinnungslésung (0,1 °/) Pepton + 0,85 °/, 1956; WOLIN, Evans u. 

Rare Niven 1957; WatTAaANABE 
1958; BripcEs u. HORNE 1959). Bei den intensiv gelbpigmentierten 
Flavobacterium-Stémmen war mit zunehmender Bestrahlungsdosis eine 
auffallige Abnahme der Farbstoffbildung zu beobachten. Die nach Be- 
strahlung mit einer Dosis von iiber 15 kr noch gebildeten Kolonien 


1 Der D-Wert bedeutet die Bestrahlungsdosis, durch die in einer Mikroorganis- 
menkultur 90°/, aller vermehrungsfahigen Bakterien abgetétet werden. Dagegen 
bezeichnet der ebenfalls oft angegebene D)-Wert (auch mittlere Letalitatsdosis, 
Mean Lethal Dose = MLD) eine Abtétung von 63°/, aller vermehrungsfahigen 
Keime. 
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hatten das Farbstoffbildungsvermégen fast véllig verloren; auch nach 
wiederholter Subkultur auf verschiedensten Kulturmedien war keine 
sichtbare Regeneration zu erreichen. 

Eine mittlere Strahlenresistenz mit D-Werten von 8—19 kr war bei 
den Achromobacter- und Corynebacterium-Stimmen festzustellen. Ver- 
gleichbare Angaben sind uns nur von 
WaTANABE (1958) bekannt, der fiir Tabelle 1 
Achromobacter aquamarinus einen D- Strahlenresistenz psychrophiler 
Wert von 13 kr bestimmte. Interessan- ANA ie hari i 

: ; vom Seefisch 
terweise zeigten die den Pseudomonas- 


D- 
Arten morphologisch sehr nahe — gyimm Gattaiy ree 
stehenden, aber fakultativ anaeroben kr 
Aeromonas-Stémme einen fast doppelt _K,,,++| Micrococcus sp. 74,5 
so groBen D-Wert wie die resisten- B,t 57,4 
testen Pseudomonas-Stimme. Koy . 39,1 
Die Strahlenresistenz der untersuch- £7 eee 

: i Ke 38,0 

ten Hefen lag in etwa derselben GroBen- Boat 23,9 
ordnung wie die der resistenten ia. cor yehuearuay he 18-7 
Micrococcus-Stémme. Bei annahernd RK, 12.5 
exponentiellem Verlauf der Inakti-  B,, 10,1 
vierungskurve konnte fiir den Toru- B,++ | Achromobacter sp. | 17,6 
lopsis candida-Stamm ein D-Wert von K,, 16,2 
64 kr, fiir die beiden als Torulopsis Kos 14,6 
. 5 

famata bestimmten Staémme ein D- Bat 8,5 
Wert von annaihernd 42 kr bestimmt 25 | Aeromonas sp. 13,6 
werden (Abb.2). Eine dhnlich hohe 2a a) 
Strahlenresistenz zeigten auch die Kae Flavobacteriwm sp. | 6,0 
beiden als Rhodotorula mucilaginosa i re 

und Debar yomyces subglobosus bestimm- = 2 
e K, Pseudomonas sp. 6,0 

ten Stamme. 

B, 4,5 
Torulopsis famata (Harrison) Lodder B+ 3.7 
et Kreger-van Rij. wird als haploide —x,++ 3,4 
Form von Debaryomyces Kloeckert Ks 2,8 
Guilliermond et Péju  angesehen + Inaktivierungskurve, siehe 


(LoppER 1952). Angaben iiber den Abb.1; ** Inaktivierungskurve, 

Ploidiegrad von Torulopsis candida siehe Abb.3. 

sind uns nicht bekannt. Der ebenfalls 

exponentielle Verlauf der Inaktivierungskurve rechtfertigt die An- 

nahme, da8 es sich eventuell ebenfalls um haploide Stémme handelt. 
Ob der bei semilogarithmischer Darstellung konkave Kurvenverlauf 

bei den beiden letzten Staémmen allein durch den wahrscheinlich diploiden 

Charakter bedingt ist, erscheint fraglich. Der Kurvenverlauf sowie die 

ungewohnlich hohe Streuung der Einzelmessungen auch in Wieder- 
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holungsversuchen deuten darauf hin, da in der bestrahlten Zellsuspen- 
sion unterschiedlich strahlenempfindliche Zellentypen vorhanden waren 
(GuntTER u. Konn 1956). Vermutlich sind bei diesen beiden Stammen, 
ahnlich wie zuerst von Bram et al. (1954) fiir Saccharomyces cerevisiae 
beschrieben wurde, die Unterschiede in der Strahlenresistenz zwischen 
SproBzellen und normalen vege- 
tativen Zellen besonders stark 
ausgepragt. 


2. EinfluB des Kulturalters 
auf die Strahlenresistenz 


lo’ 


lo? 


psychrophiler Bakterien 


Nach den Untersuchungen von 
STaPpLETON (1955) ist die Resistenz 
von Escherichia coli B/r gegeniiber 
Réntgenstrahlen auBerordentlich stark 
vom Alter der Kulturen abhiangig. 
Gegen Ende der log-Phase sind nach 
StapLeToN die 4. coli-Zellen am 
resistentesten. Mit zunehmendem log- 
Wachstum nimmt die Strahlenresi- 
stenz immer mehr ab, erreicht gegen 
Ende der log-Phase ihren geringsten 
Wert, um dann bei Ubergang in die 
stationire Phase wieder anzusteigen. 
Ahnlich konnten auch Sposrt et al. 
(1954) bei #. coli und Taxanat (1959) 
bei Shigella die gréBte Strahlen- 
empfindlichkeit in der logarithmischen 
Wachstumsphase beobachten. Bei 
020.040 50 0 1D DO dem extrem strahlenresistenten Micro- 

Dosis kr coccus-Stamm von ANDERSON (1956) 
Abb.2. Strahlenresistenz psychrophiler Hefen aus * dial a radian mania caes 
der Mikroflora vom Seefisch: Anteil der tiber- ebenfall e die jungen Zellen am empfind- 
lebenden Zellen in Prozent (logarithmisch) als lichsten; mit zunehmendem Kultur- 
Funktion der Dosis. 60 kV Réntgenstrahlen, Dosis- alter nahm die Strahlenresistenz 
leistung 5,5 kr/min, Ge Zellen/ml Verdiinnungs- immer mehr zu. Allerdings waren 
PORE Ob ge te OREO AE Dilan He aCe umgekehrt bei UV-Bestrahlung die 
jiingsten Zellen am_ resistentesten 
(Duaa@an et al. 1959). Keinerlei derartige Abhangigkeit der Strahlenresistenz vom 
Kulturalter konnten dagegen WoLIN, Evans u. NrIvEN (1957) bei einem psychro- 
philen, aus Rindfleisch isolierten Pseudomonas geniculata-Stamm nachweisen. 


° =Jorulopsis conaaa 


subglubosus =» Sas 


Tori/opsis fomarta 
*L; ot) 


Die in Tab.1 dargestellten Strahlenresistenzwerte gelten fiir annaéhernd 
in der stationéiren Wachstumsphase befindliche Kulturen. Bei der Viel- 
zahl von Stémmen mit unterschiedlicher Wachstumsgeschwindigkeit 
war die Kinhaltung eines gleichen Wachstumszustandes nicht immer 
moglich. Um beurteilen zu kénnen, ob die ermittelten Resistenzwerte 
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vergleichbar sind, sollte daher gepriift werden, inwieweit der bisher nur 
fiir mesophile Bakterien nachgewiesene Einflu8 des Kulturalters auf die 
Strahlenresistenz auch bei psychrophilen Bakterien besteht. 

Bei den resistentesten aller untersuchten Stiimme, dem Micrococcus- 
Stamm K3,,, wurden nacheinander aus der gleichen Kultur Zellen aus 
sechs verschiedenen Wachs- 
tumsphasen — jeweils frithe, ad | 
mittlere und spate log- und hs, | 
stationdre Phase — bestrahlt. \, a 


ml 
2 


In keinem Wachstums- 
stadium war eine signifikante | j % 


i. 


S 
roy 


Bakterien 
Ss 
N 


Abweichung von der mitt- 1’ 
leren Inaktivierungskurve 
nachzuweisen (Abb.3). 

Bei _halblogarithmischer 
Darstellung war die Inakti- 
vierungskurve am Anfang 
schwach gekriimmt, der 
exponentielle Verlauf setzte s 
erst etwas spater ein. Dies a 
war aber in fast allen Wachs- | 

| 


4 108 
‘ : 0 50 10 750 200 
Wachstumsze/t in Std. 
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% Uberlebende 
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tumsstadien der Fall und 
dirfte durch die Anwesen- 7} 
heit von Zellpaketen neben 
Einzelzellen in der Suspen- 
sion begriindet sein. 

Bei weiteren drei Stéammen 
(Pseudomonas K;, Achromo- 4 | | 
bacter B, und Micrococcus K,) 1020.30 4050 dS cst de, 00 

: Dosis kr 
wurden nacheinander Zellen 


/crococcus 
Kz 
Achromobacter 83 


Psevdomonas Ks 


Abb.3. EinfluB des Kulturalters auf die Strahlen- 


aus der mittleren log-Phase resistenz einiger psychrophiler Bakterien: Inakti- 
sowie aus der friihen und vierungskurven fiir sechs verschiedene Wachstums- 

= A ea stadien bei Micrococcus Kgsp (obere Wachstumskurve) 
spaten stationaren Phase be- und fiir drei Wachstumsstadien bei Pseudomonas K;, 


. ‘ 1 Achromobacter Bs; und Micrococcus K, (untere Wachs- 
strahlt. In Kombination mit tumskurve). Anteil der tiberlebenden Zellen (logarith- 


den Versuchen iiber den Ein- misch) in Prozent als Funktion der Dosis 

flu8 der Bebriitungstempera- 

tur nach der Bestrahlung wurden bei jeder der drei Wachstumsphasen und 

jeder der vier Bestrahlungsdosen die Zahlplatten gleichzeitig bei 20° und 

bei 5°C bebriitet. Auch unter diesen Bedingungen war kein signifikanter 

Einflu8 des Kulturalters auf die Uberlebensrate nachzuweisen (Abb.3). 
In stichprobenartigen Vergleichen nur der log-Phase und der statio- 

naren Phase waren bei weiteren zwei Pseudomonas- (Ks, und B,), zwei 

Achromobacter- (Ky, und K,;) sowie zwei Corynebacterium-Stammen 
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(K, und K,;) ebenfalls keinerlei Unterschiede in der Uberlebensrate 
zwischen beiden Wachstumsstadien festzustellen. 

Beim Wachstum in normaler Fliissigkeitskultur ist also bei psychro- 
philen Bakterien das Alter der Kultur ohne Einflu8 auf die Strahlen- 
resistenz. Vielleicht lassen sich in Synchron-Kulturen (HOUTERMANS 
1953) gewisse Empfindlichkeitsunterschiede einzelner Wachstumsstadien 
nachweisen. Nach den vorliegenden Ergebnissen diirfte dabei allerdings 
kaum mit sehr groBen Unterschieden zu rechnen sein. 


3. Hinflug der Bebriitungstemperatur 
nach der Bestrahlung 


Fast alle untersuchten Stémme waren als ausgesprochen psychrophil 
oder kaltetolerant zu bezeichnen, d.h. sie zeigten noch bei 0°C ungestérte 
und relativ rasche Vermehrung. Das Vermehrungstemperatur-Minimum 
lag unter 0°C, das Optimum zwischen 20° und 25°C und das Maximum 
bei 31—37°C, teilweise sogar bei 42°C. Wie bei Resistenzbestimmungen 
von Mikroorganismen iiblich, erfolgte die Bebriitung der Zahlplatten 
nach der Bestrahlung normalerweise bei der Optimumtemperatur der 
Psychrophilen von 20°C. 


Nach den Untersuchungen von STAPLETON, BILLEN u. HOLLAENDER (1953) kann 
die Inaktivierungsrate auch durch die Bebriitungstemperatur nach der Bestrahlung 
erheblich beeinfluBt werden. So konnte bei Hscherichia coli nach 24stiindiger Vor- 
bebriitung der bestrahlten Zellen bei suboptimalen Temperaturen vor der endgiil- 
tigen Bebriitung eine deutliche Reaktivierung, d. h. also eine hdhere Uber- 
lebensrate als bei sofortiger Bebriitung bei der Optimumtemperatur von 
37°C, beobachtet werden. Bei Z. coli B/r erfolgte die maximale Reaktivierung nach 
24stiindiger Vorbebriitung bei 18°C, bei zwei anderen JZ. coli-Stiimmen bei 10° 
baw. 25°C. Aupmr u. GruirEs (1958, 1960) konnten eine derartige Reaktivierung bei 
suboptimalen Temperaturen nur fiir H. coli B/r, nicht aber fiir die Stimme B und 
Bor 5 bestitigen. Nach Pratt, Moos u. EpEn (1955) kann eine deutliche Reakti- 
vierung besonders nach langerer, bis zu 6 Tagen dauernder Vorbebriitungszeit auch 
bei wesentlich tieferen Temperaturen (4—6°C), bei denen die Vermehrung der 
E. coli-Zellen véllig gehemmt ist, erfolgen. Als Erklirung dafiir wird angenommen, 
da die Schadigungen durch die Bestrahlung bei einer durch tiefe Temperaturen be- 
dingten Verlangsamung des Stoffwechsels weniger in Erscheinung treten und ein 
Teil der Zellen in der Kalte die Bestrahlungsschiden wieder regenerieren kann. 
StarLeTon, Broten u. HonnarnpeEr (1953) versuchen die temperaturabhingige 
Reaktivierung durch Annahme zweier gegenliufiger Stoffwechselprozesse zu erkla- 
ren. Kinem Synthese-ProzeB mit annihernd demselben Temperatur- Quotienten wie 
der der Vermehrung soll ein destruktiver, durch die Bestrahlung bedingter ProzeB 
mit wesentlich héherem Temperatur- Quotienten entgegenwirken. Die Uberlebens- 
rate der bestrahlten Zellen wiirde dann durch die bei der jeweiligen Temperatur be- 
dingte Reaktionsgeschwindigkeit beider Prozesse bestimmt. 


In Anbetracht dieser Befunde und Hypothesen fiir ihre Erklirung 
erschien es interessant, die Wirkung niedriger Bebriitungstemperaturen 
auf die Bestrahlungsinaktivierung bei den Psychrophilen zu iiberpriifen. 
Da die Psychrophilen noch bei Temperaturen von 0—5°C zu relativ 
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rascher Vermehrung fahig sind, erschien eine Vorbebriitung mit nach- 
folgender Bebriitung bei der Optimumtemperatur, wie in oben erwahnten 
Untersuchungen mit Mesophilen, wenig angebracht. Die Zahlplatten 
wurden daher direkt bei den entsprechenden Temperaturen bebriitet. 
Damit sollte gleichzeitig die fiir die Praxis wichtige Frage beantwortet 
werden, ob etwa bei der Kaltlagerung zwecks Pasteurisierung bestrahlter 
Lebensmittel mit einem veranderten Wachstumsablauf der bestrahlten 
und hier allein noch vermehrungsfaihigen psychrophilen Mikroorganismen 
zu rechnen ist. 


Hierzu wurde bei einer Reihe von Stémmen nach der Bestrahlung aus 
der gleichen Verdiinnungsstufe eine gréBere Anzahl von Zahlplatten 
angelegt, je 5—10 Platten bei unterschiedlichen Temperaturen bebriitet 
und die Zahlungen so lange wiederholt, bis die Zahl der Kolonien konstant 
blieb. Wie in Tab.2 auszugsweise wiedergegeben, war bei allen unter- 
suchten psychrophilen Bakterienstammen im Temperaturbereich von 
0—30°C weder in den unbestrahlten Kontrollen noch in den mit ver- 
schiedenen Dosen im Bereich von 6—200 kr bestrahlten Suspensionen 
eine merkliche Anderung der Koloniezahlen nachzuweisen. Bei dem 
Pseudomonas-Stamm ,, war z.B. eine Konstanz der nur wenig unter- 
schiedlichen Koloniezahlen bei 20° und 30°C-Bebriitung nach 3 Tagen, 
bei 10°C nach 5 Tagen, bei 5°C nach 7 Tagen und bei 0°C bereits nach 
12 Tagen erreicht. Auch bei einer weiteren, um 10 Tage verlangerten 
Bebriitung erfolgte keine wesentliche Anderung mehr. 


Bei den drei Stémmen, bei denen die Inaktivierungskurve in drei ver- 
schiedenen Wachstumsstadien bestimmt wurde (Abb.3), wurden die 
Zahlplatten auBer bei 20°C gleichzeitig noch bei 5°C bebriitet. In allen 
drei Altersstadien war weder in den Kontrollen noch bei den vier ange- 
wandten Bestrahlungsdosen ein signifikanter Unterschied der Kolonie- 
zahlen zwischen beiden Temperaturen festzustellen. 


Um einen méglichen Nahrstoffeffekt auszuschlieBen, wurden bei dem 
Pseudomonas-Stamm K, nebeneinander drei verschiedene Nahrbéden bei 
beiden Temperaturen verglichen: 1. der normalerweise angewandte 
Fleisch- und Hefeextrakt-Pepton-Glucose-Agar (siehe Methodik), 2. als 
relativ wirkstoffarmes Medium einfacher Glucose-Pepton-Agar und 3. als 
besonders nahr- und wirkstoffreiches Medium Leber-Kalbfleisch-Agar 
(Liver veal agar Difco). Auch unter diesen Bedingungen zeigten die 
Koloniezahlen nach der Bestrahlung und Bebriitung bei 5° und 20°C 
praktisch keine Unterschiede. 


In Gegeniiberstellung zu den psychrophilen Staémmen wurde schlief- 
lich noch als Vertreter der Mesophilen ein Z. coli-Stamm nach der Be- 
strahlung bei Temperaturen von 12°, 20°, 30°, 37° und 44°C bebriitet. 
Auch hier war zwischen 20° und 44°C weder in den Kontrollen noch in 
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den bestrahlten Suspensionen eine signifikante Anderung der Kolonie- 
zahlen zu beobachten. Lediglich bei Bebriitung bei 12°C waren die 
Koloniezahlen deutlich verringert. Diese Verringerung der Koloniezahlen 
bei 12°C erfolgte in den bestrahlten Suspensionen genauso wie in den 
unbestrahlten Kontrollen und betrug etwa 75—90°/, der bei 20—44°C 
festgestellten Werte. Auch bei 12°C-Bebriitung lag damit die prozen- 
tuale Uberlebensrate bei den verschiedenen Bestrahlungsdosen in an- 
nahernd der gleichen Gré8enordnung wie nach Bebriitung bei héheren 
Temperaturen. Durch Bebriitung bei Temperaturen, die dem Vermeh- 
rungsminimum sehr nahe kommen, erfolgte also primar eine Selektion 
der kalteresistenteren Zellen der Population. Von diesem tiberlebenden 
Populationsanteil wird durch die Bestrahlung prozentual aber genau der- 
selbe Anteil wie in der Gesamtpopulation abgetétet. Es erfolgt also weder 
eine Reaktivierung durch die Kalte noch eine unterschiedliche Strahlen- 
inaktivierung des kalteresistenteren Populationsanteils. 

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist also bei den psychrophilen 
Bakterien nicht mit einer Einwirkung der Temperatur auf die Uber- 
lebensrate nach der Bestrahlung zu rechnen. 

Ks ist allerdings noch darauf hinzuweisen, daB in vorliegender Unter- 
suchung zur Zellzahlung immer nur das PlattenguBverfahren angewandt 
wurde. STAPLETON, BILLEN u. HOLLAENDER (1953) benutzten bei ihren 
Reaktivierungsversuchen die Methode des Auftropfens der Zellsuspen- 
sionen auf vorgetrocknete Agaroberflachen. Es ist nicht ganz auszu- 
schlieBen, daB beim PlattenguBverfahren insbesondere bei den psychro- 
philen Bakterien durch Kontakt mit dem verfliissigten, 45—50°C heiBen 
Agar eine gewisse Hitzeabto6tung und somit von vornherein eine un- 
beabsichtigte Selektion hitzeresistenterer Zellen erfolgen kann. Da bei 
den hier untersuchten psychrophilen Stémmen das Vermehrungs- 
maximum zwischen 37° und 42°C lag, diirfte dieser mégliche Hitze- 
abtotungseffekt kaum ins Gewicht fallen. Genau genommen gelten aber 
vorliegende Ergebnisse nur unter der Bedingung, daB ein solcher Effekt 
beim Plattengu8verfahren nicht eintritt. 


Zusammenfassung 


Bei einer gréBeren Anzahl, aus der Mikroflora vom Seefisch isolierter, 
psychrophiler Bakterien- und Hefestimme wurde die Strahlenresistenz 
gegeniiber Bestrahlung mit 60 kV Rontgenstrahlen bestimmt. Von den 
untersuchten Stimmen waren die Micrococcus- und Hefe-Stémme mit 
D-Werten (= LD,,) von 23—74 kr am strahlenresistentesten, die Pseudo- 
monas- und Flavobacterium-Stimme mit D-Werten von 2,8—6,0 kr am 
strahlenempfindlichsten. Eine mittlere Strahlenresistenz zeigten die 
Achromobacter-, Corynebacterium- und Aeromonas-Stémme mit D-Werten 


von 8—19 kr. 
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Die Strahlenempfindlichkeit der psychrophilen Bakterien wurde weder 
durch das Alter der Kulturen noch durch die Bebriitungstemperatur nach 
der Bestrahlung beeinfluBt. 


Wir danken dem Bundesministerium fiir Atomkernenergie und Wasserwirtschaft 
fiir die Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit. 
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Aus dem Organ.-Chem. Institut, Biochem. Abteilung, der Universitat Gottingen 


Co®-Bestrahlung zweier Actinomycin bildender 
Streptomyces-Stimme 


Von 
HANSJORG SCHONWALDER 


Mit 3 Textabbildungen 
(Eingegangen am 4. November 1960) 


Durch Strahlen und Chemikalien erzeugte Mutanten von Mikroorga- 
nismen sind haufig untersucht worden. Angaben iiber so entstandene 
Mutanten von Streptomyceten finden sich bei KELLNER (1948), SavacE 
(1949), Waxsman (1950), NewcomBe (1953, 1954, 1956), GwatTTKIN 
(1955, 1956) und Mrraxa (1957). Solche Versuche werden fiir genetische 
Untersuchungen durchgefiihrt und um Mutanten zu erhalten, die sich 
physiologisch vom Ausgangsstamm unterscheiden (meist Mangelmutan- 
ten) und so einen Einblick in den Stoffwechsel des Untersuchungs- 
stammes gestatten. Auf diesem Wege gelang es auch, die Ausbeute an be- 
stimmten Stoffwechselprodukten, z.B. einer Saéure (RAPER 1945) oder 
eines Antibioticums zu steigern (OKaAMrt et al. 1950a, 1950b). 

In der vorliegenden Arbeit wollte ich versuchen, aus zwei Actinomycin- 
bildenden Streptomyces-Stémmen durch Bestrahlung mit Co®® Mutanten 
zu gewinnen, die a) mehr Actinomycin bilden als der Mutterstamm und 
b) andere Actinomycine erzeugen als der Mutterstamm. 


Methodik 


Untersuchungsstamme: Aus der Institutssammlung wurden die Stamme 
Afro 2296, ein Actinomycin-Gemisch-C-Bildner, und Jéal 1131, ein Actinomycin- 
Gemisch-X-Bildner, ausgewahlt. Um ein einheitliches Ausgangsmaterial zu erhalten, 
wurden Einsporkulturen verwendet?. 

Sporensuspension: Die Stamme wurden in Kolleschalen vorgezogen und der 
dichte Sporenrasen mit 5 ml Polyviol 0,1°/, (WETTER 1954) zur besseren Benetzung 
abgeschwemmt. Mit 15 ml Phosphatpuffer nach Sérensen (pH = 7,0) wurde nach- 
gespiilt. Die so erhaltenen Suspensionen wurden mehrmals durch ein Thiessen- 
Filtriergerat gegeben. Verwendet wurden 1 bis 3 iibereinandergelegte Papierfilter 
Nr. 595 (Schl. & Sch.). Vor der letzten Filtration wurde die Suspension 5 min kraftig 
geriihrt. Die abschlieBende mikroskopische Kontrolle ergab eine fast vollstandige 
Trennung der Sporen voneinander. Photometrisch wurde die Suspension auf eine 
Konzentration von 5: 10° Zellen/ml eingestellt. 

Bestrahlung und Isolierung: 3,3 ml der Sporensuspension (Schichtdicke 
2mm) wurden in einem Aluminiumschalchen direkt iiber die Strahlenquelle ge- 


1 Fiir die Herstellung der Einsporkulturen danke ich Herrn Prof. Dr. R. MEYER 
vom Gottinger Inst. f. Mikrobiologie vielmals. 
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bracht (Co mit 15 Curie Strahlungsintensitaét). Bestrahlt wurde in steigenden 
Dosen: Stufe I= 5000r, Stufe Il = 15000 r, Stufe III = 30000 r, Stufe LV = 
60000 r und Stufe V = 100000 r. Bei jeder Stufe wurde 0,1 ml Suspension ent- 
nommen, iiber Verdiinnungsreihen 1 Std nach der Bestrahlung auf Ehrlich-Agar- 
Platten gebracht und bei 27° bebriitet. Nach viertagigem Wachstum wurden die 
Platten ausgezdhlt und alle isolierbaren Kolonien auf Ehrlich-Agar-Schragrohrchen 
iibertragen. Da nach einem Vorversuch nur bei den héheren Strahlendosen eine 
nennenswerte Mutantenausbeute zu erwarten war, wurden nur die Stufen III, IV 

und V ausgewertet?. 
Nahrlésungen: Nach Ehrlich: 2°/, Glucose; 1°/, Pepton; 0,05°/) K,HPO,; 
0,05°/, NaCl; 0,01°/) FeSO,; po = 7,0. — Glycerin-Glykokoll nach v. Plotho: 2°/, 
Glycerin ; 0,25°/, Glykokoll;0,1°/,) NaCl; 


SxIO 0,1°/, K,HPO,; 0,01°/, FeSO,; 0,01°/, 
i MgSO,; Spur CaCO,; pp=6,8—7,0. — 


Glycerin-Nitrat: 2°/, Glycerin; 1°/) 
KNO,; 0,1°/, NaCl; 0,1°/, K,HPO,; 
0,005°/, MgSO,; 0,001°, FeSO,; 
0,001°/, CaCO;; pu = 6,8—7,0. 
Chromatographie: a) Amino- 
siuren. Es wurde absteigend und im 
Rundchromatogramm mit den Syste- 


10 , 4 x Anaseee men Butanol/Hisessig-Wasser (4:1:1) 
iat, Oke capes aoe und Phenol-Butanol/Eisessig- Wasser 
Paes Lali i (48:40:5 40) gearbeitet. — b) Actino- 

510° 1510" 3010" 60-10" won? wycine. Im Rundchromatogramm 
Strahlendosis in T wurden folgende Systeme verwendet: 

Abb.1. Uberlebensrate nach Bestrahlung bei den Fir Actinomycin-Gemisch-X: Butyl- 
Stimmen Afro 2296 und Ital 1131 acetat-Dibutylather/10°/, Na-m-kreso- 


tinatlésung (3:1:4); fiir Actinomycin- 
Gemisch-C: Butanol-Dibutylather/10°/, Na-m-kresotinat (2:3:5) und Dibutyl- 
ather-Dipropylather/10°/, Na-m-kresotinat (1:7:2:10). 
Actinomycin-Messungen: Die Actinomycin-Konzentrationen wurden im 
Benzolextrakt im Eppendorf-Spektralphotometer bei 436 mu gemessen. Hierzu 
war vorher eine Kichkurve aufgestellt worden. 


Ergebnisse 
Stamm Afro 2296 


Nach der Bestrahlung wurde bei den einzelnen Dosierungen die Uber- 
lebenszahl festgestellt. Sie betrug bei 100000r, wie nach Literatur- 
angaben zu erwarten war, 10°/, (Abb.1). Auch der geringe Einflu8 der 
relativ geringen Strahlungsmenge von 1—5000r entsprach den Erwar- 
tungen. 

Nach einem Vorversuch und nach Angaben der Literatur war eine 
nennenswerte Steigerung der Mutationsrate erst oberhalb einer Dosis von 
30000 r zu erwarten, so da nur von den Stufen III, [1V und V (insgesamt 
334) Kulturen auf Ehrlich-Agar isoliert wurden. Spiter habe ich diese 
Kulturen auch auf Glykokoll-Agar iibertragen. Eine anfinglich sehr 


* Herrn Dipl.-Physik. EBerr vom Inst. f. Physikalische Medizin danke ich fiir die 
Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der Bestrahlungen. 
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groBe Vielfalt an morphologischen Unterschieden (auf Ehrlich-Agar 
7und auf Glykokoll-Agar 8 Wachstumsformen), erwies sich auf die 
Dauer als teilweise instabil. Nach mehrmonatiger Kultivierung mit zahl- 
reichen Uberimpfungen konnten auf dem Ehrlich-Agar nur noch (einschl. 


} 


es 


Typin Tip:a Typib 5 ; 
“i uf. YP“ iN lyp:A Typ8 [oH 
Abb.2. Mutantentypen auf Ehrlich-Agar. Abb.3. Mutantentypen auf Glykokoll-Agar. Afro 
Afro 2296/87, Afro 1296/629, Afro 2396/92 2296/8309, Afro 2296/195, Afro 2296/76, Afro 2296/61 


der Normalkultur) 3 undauf Glykokoll-Agar4 verschiedene Erscheinungs- 
bilder beobachtet werden. Sie lassen sich wie folgt beschreiben: 


ee Typ Beschreibung 


87 sae Normalbild. Agar gelb, Mycel gelb. Luftmycel reichlich und grau, 
mehlig. 
296 a Agar und Mycel farblos. Kein Actinomycin auf Agarkultur. Kein 
oder nur wenig Luftmycel. 
92 b Agar und Mycel gelb, letzteres sehr stark. Myceloberflache 
schwammig-netzartig. Kein oder nur wenig Luftmycel. 


309 N Normalbild, wie n. 
195 A Wie N, nur mehr oder weniger schwachere Luftmycelbildung. 
Typ entspricht weitgehend dem Normaltyp. 
76 B Kein oder wenig Luftmycel. Mycel stark gelb, dessen Oberflache 
schwammig-netzartig. Actinomycinbildung gut bis sehr gut. 
61 H Kein oder sehr wenig Luftmycel. Agar und Mycel farblos. Keine 


Actinomycinbildung auf Agar. 
* Hinsichtlich der Bezeichnung vgl. Abb. 2 und 3. 
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Ein Gegeneinanderhalten dieser auf zwei verschiedenen Nahrbéden 
gewachsenen Typen ergab, daB lediglich 47 Isolierungen als Mutanten 
anzusprechen waren; denn sie wichen in ihrem Erscheinungsbild ent- 
weder auf einem oder auf beiden N&ahrbéden vom Normalfall ab. 


Fiir die weiteren Versuche wurden alle Staémme des Typs B und b ver- 
wendet, von den anderen Typen nur mehrere Stichproben. Um zu sehen, 
ob unter diesen Mutanten solche waren, die a) mehr Actinomycin und b) 
andere Actinomycine als der Mutterstamm bilden, wurde folgendermaBen 
verfahren : é 


Abimpfungen auf 150 ml SiccaleNitcat Nahrlésung wurden in 11 Erlen- 
meyerkolben 7 Tage bei 27° geschiittelt._ (Die genannte Nahrlésung wurde ver- 
wendet, weil in ihr der Mutterstamm in Flissigkeitskultur gegeniiber der Glykokoll- 
oder Ehrlich-Nahrlésung am besten wuchs. Stichproben ergaben das auch fiir die 
Mutanten.) AnschlieBend wurden Mycel und Kulturlésung getrennt und erschépfend 
mit Benzol extrahiert. Die Actinomycin-Konzentration des Benzolextraktes wurde 
photometrisch im Eppendorf- -Colorimeter bestimmt. 


Bei den Stammen des Typs B und b war i in der Mehrzahl der Faille die 
Gesamtmenge an Actinomycin (in Mycel und Nahrl6sung) mindestens 
ebenso groB wie vor der Bestrahlung. Bei einigen Staémmen jedoch war 


nach der Bestrahlung die Actinomycinausbeute groBer, bei den Mutan- 
ten Afro 2296/234 und Afro 2296 as ep annahernd um 100 °/, (Tabelle). 


Tabelle. Actinomycinbildung ( Gesamtmenge) Petre gt cackaonen und vier Mutanten 
des Typs Bund b 


mg Afro | Afr Afro | Afro | Afro 
Actinomycin/l 2296 2296/127 9 2296/228 | 2296/234 2296/243 
Kulturlosung 140° “B48: | gaa’ «| pen 9 276 


re 

Bemerkenswert ist, da bei den Mutanten des Typs B baw. b der 
Actinomycingehalt des Mycels stets héher war und da das Maximum der 
Actinomycinbildung schneller erreicht wurde als beim Ausgangsstamm., 

Bei den anderen Typen wurde eine den Ausgangsstamm iibertreffende 
Actinomycinbildung nicht festgestellt. 

Die zweite Aufgabe dieser Arbeit bestand, wie schon erwahnt, darin, zu 
priifen, ob sich durch Bestrahlung Mutanten gewinnen lassen, die andere 
Actinomycine bilden als der Ausgangsstamm. Experimentell ging ich 
dabei folgendermaBen vor: Der die Actinomycine enthaltende Extrakt 
von Kulturlésung und Mycel wurde im Vacuum zur Trockene verdampft 
und die Acetonlésung des Riickstandes im Ringchromatogramm unter- 
sucht. Samtliche aus den Mutanten gewonnenen Actinomycin-Gemische 
zeigten gegeniiber dem Actinomycin-Gemisch C des Ausgangsstammes 
keine neuen Zonen. Auch Verschiebungen im Mengenverhaltnis der ein- 
zelnen Actinomycine waren so nicht zu erkennen. 
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Danach schienen die Mutanten keine neuen Actinomycine gebildet zu 
haben. Da jedoch die Méglichkeit nicht auszuschlieBen war, daB neue 
Actinomycine mit veranderten Peptidketten aber gleichen Ry-Werten 
wie die Actinomycine C,-, C, und C, entstanden waren, wurden qualitative 
Aminosaureanalysen vorgenommen. 


Kleine Proben der vom Ausgangsstamm und von den Mutanten gebildeten 
Actinomycin-Gemische wurden mit 6n HCl 12 Std bei 105° hydrolysiert. Den Ver- 
dampfungsriickstand des Hydrolysates nahm man ins Wasser auf, verdampfte und 
wiederholte diese Operation noch einmal, um. die Salzsiure zu entfernen. Zur 
qualitativen Aminosaurebestimmung léste main den Riickstand in 10° /)igem Propanol 
und entwickelte in den Systemen Butanol/Hisessig-Wasser (4:1:1) frig Butanol/ 
Phenol-Hisessig-Wasser (40:18:5:40). 


Neben den im Actinomycin-Gemisch C vorhandenen Aminosduren 
Threonin, Sarkosin, Prolin, Valin, n-Methylvalin und Isoleucin zeigte 
sich im Rohextrakt des Ausgangsstammes sowie bei den Mutanten des 
Typs ,,Bb“ eine schwachere ninhydrinpositive Zone, deren Ry-Wert 
kleiner als der des Threonins war. Um die Herkunft des Inhaltsstoffes 
dieser, beim Stamm Afro 2296 bisher nicht gefundenen Zone festzustel- 
len, wurden die betreffenden Stémme in 20 1 Submersansatzen kultiviert 
und das Actinomycin-Gemisch in der iiblichen Weise gewonnen. An einer 
Aluminiumoxyd-Saule wurde jedes Gemisch in zwei Fraktionen zerlegt. 
Die eine Fraktion (Hauptmenge) lieB sich mit Essigester ins Filtrat 
waschen, wahrend die andere (Fraktion 2) erst beim Nachwaschen mit 
Methanol vom Absorbens abgelést wurde. 

Fraktion 1 lieB sich an einer Cellulose-Saule in die Actinomycine C,, 
C, und C, zerlegen, wie im vergleichenden Actinomycin-Chromatogramm 
und bei der qualitativen Aminosadureanalyse zu sehen war. Die Fraktion 2 
wurde ebenfalls an einer Cellulose-Saiule mit dem System Butylacetat- 
Butanol-Dibutylather/5°/, Na-m-kresotinat (6:1:1:8) in vier nicht 
scharf getrennte Zonen zerlegt. Das Totalhydrolysat der Inhaltsstoffe der 
Zone I, II und III (an der Saule von oben nach unten gezahlt) zeigte im 
Papierchromatogramm die gesuchte ninhydrinpositive Zone, die in den 
beiden obigen Systemen den gleichen Ry-Wert wie Serin hatte. 

In einem Actinomycin-Gemisch X fand Manncoup (1956) ein Actino- 
cinyl-Peptid X, mit kleinem R;-Wert im Actinomycinchromatogramm 
und den Aminosiuren Hydroxyprolin, Threonin, Sarkosin, Prolin, 
Valin, Methylvalin und einem ninhydrinpositiven Fleck mit dem Ry-Wert 
des Serins. 

Durch die vorliegende Arbeit wid gezeigt, daB eine ahnliche Kompo- 
nente wie das Actinocinyl-Peptid von ManncGop im rohen Actinomycin- 
Gemisch C vorliegt. 

Bei den Actinomycin-Verlustmutanten miissen sehr weitgehende Stoff- 
wechselschaden eingetreten sein. Diese Stamme bilden kein Pigment und 
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kein Luftmycel mehr. Versuche, sie wieder zur Actinomycinbildung anzu- 
regen, blieben bis auf den Stamm Afro 2296/190 erfolglos. 

Die im Peptidteil der Actinomycine C,, C, und C, vorkommenden 
Aminosauren Valin, Isoleucin, Sarkosin, Methylvalin, Threonin und 
Prolin wurden einzeln und kombiniert der Nahrlésung der Verlustmutan- 
ten zugesetzt. Eine Gelbfarbung der Kulturlésung oder eine antibiotische 
Wirksamkeit war auch nach dreiwéchiger Kultur nicht festzustellen. 
Ebenso ergebnislos blieben Zusatze von Na-Asparaginat, Na-Glutaminat, 
Milchsaéure und dem Hefepraparat Vitam R. Nur bei dem Stamm Afro 
2296/190 konnte die Actinomycinbildung durch Verfiittern von 1°/, 
Na-Asparaginat + 1°/, Na-Glutaminat und /oder 0,4 °/, Milchsaéure sowie 
von 0,1°/, Vitam R angeregt werden. Alleinige Gaben von Na-Aspara- 
ginat und Na-Glutaminat hatten keinen Erfolg. 

Unbeantwortet bleiben muB die Frage, in welcher Form der Stoff- 
wechsel geschadigt wurde, ob z. B. der Citronensaurecyclus oder diesem 
vor- bzw. nachlaufende Prozesse (PRAVE 1958) oder besondere Synthese- 
schritte des Actinomycins. Nach den obigen Ergebnissen diirfte jedoch 
die Synthese der notwendigen Aminosauren intakt geblieben sein. 

Bei einigen Stémmen, die nur noch sehr geringe Mengen Actinomycin- 
Gemisch C bildeten, konnte eine erhebliche Steigerung der Ausbeute bis 
zur Gré8enordnung des Mutterstammes durch Zugabe von Vitam R 
erzielt werden. In diesen Fallen scheint eine Schédigung des Ferment- 
systems oder der Fahigkeit zur Bildung bestimmter Wirkstoffe vorzu- 
liegen. Etwas Ahnliches diirfte auch bei dem oben erwahnten Stamm 
Afro 2296/190 vorliegen. 

In Folgendem sei noch das Verhalten der Mutanten Nr. 228, 234 und 
243 im Gegensatz zum Mutterstamm auf verschiedenen Niahrbéden er- 
ortert. Der wesentlichste Unterschied besteht darin, daB die Mutanten 
befahigt sind, Nitrat zu Nitrit zu reduzieren sowie Starke abzubauen. 
Ferner tritt bei den Mutanten nur selten und dann nur schwach Luft- 
mycel auf. Auf Calciummalat-Agar wachsen die Mutanten schlechter, 
dagegen auf Milchagar und Lackmusmilch besser als der Ausgangs- 
stamm. Die Mutante Afro 2296/228 zeigt auf Stirke-Casein-Agar auBer- 
dem ein abweichendes, sehr zartes Wachstum. 


Wachstum der Stiimme Afro 2296 und der Mutanten Nr.228, 234 und 243 aut 
verschiedenen Niaihrbéden. Der Mutterstamm wurde aus Laborluft isoliert. 

Mycel. 2296: Hyphen iiberwiegend gerade, haufig verzweigt. Durchmesser 
1,2—1,5 w. — 228: Hyphen reich verzweigt, meist gerade. Durchmesser 1,2 u. — 
234: wie 228. Durchmesser 1,0 4. — 243: wie 234. 

Gelatine. 2296: leicht verfliissigt. Substrat gelb. — 228: Verfliissigung nach 
2—3 Wochen. Substrat in Koloniennihe gelb. — 234: Verfliissigung nach 2 Wochen 
gut. Substrat schwach gelb. — 243: wie 234. 

Calciummalatagar. 2296: sehr gutes Wachstum. Mycel und Agar gelb. Luft- 
mycel sehr gut. — 228: Wachstum schwach. Wenig Pigment und Luftmycel. — 
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234: mittelgutes Wachstum. Mycel gelb, Agar schwach gelb. Wenig Luftmycel. — 
243; wie 228. 


Starke. 2296: wird nicht abgebaut. — 228: wird abgebaut. — 234: wird ab- 
gebaut. — 243: wird abgebaut. 


Starke-Casein-Agar. 2296: sehr gutes Wachstum. Agar und Mycel braun. 
Luftmycel gut. — 228: Wachstum zart. Luftmycel schwach. — 234: Wachstum gut. 
Luftmycel schwach. — 243: wie 234. 

Glucose-Asparagin-Agar. 2296: Wachstum sehr gut. Agar und Mycel gelb. 
Luftmycel gut. — 228: Wachstum gut. Kein Luftmycel. — 234: wie 228, sehr wenig 
Luftmycel. — 243: wie 228. 


Glucosebrthe. 2296: Kaum gewachsen. — 228: schwaches Wachstum. — 
234: wie 228. — 243: wie 228. 

Glucose-Pepton-Agar. 2296: Wachstum gut. Agar und Mycel gelb, wenig 
Luftmycel. — 228: Wachstum sehr gut. Agar und Mycel gelb. Mycel schwammig- 
netzartig. Kein Luftmycel. — 234: wie 228. — 243: wie 228. 

Karotten. 2296: Wachstum gut. Wenig Luftmycel. — 228: Wachstum gut. 
Kein Luftmycel. — 234: wie 228. — 243: wie 228. 

Kartoffeln. 2296: Wachstum sehr gut. — 228: Wachstum gut, kein Luft- 
mycel. — 234: wie 228. — 243: wie 228. 

Cellulose. 2296; 228; 234 und 243: kein Abbau. 

Nitratreduktion. 2296: keine Nitritbildung. — 228: Nitritbildung. — 234: 
wie 228. — 243: wie 228. 

Milch. 2296: Wachstum maBig, schwache Pigmentbildung. Kein Luftmycel. — 
228: Wachstum und Pigmentbildung gut. — 234: wie 228. — 243: wie 228. 

Lackmusmilch. 2296: Wachstum maBig. Agar braungriin. Mycel gelb. — 
228: wie bei Milch. — 234: wie 228. — 243: wie 228. 

Synthetischer Agar (Czapek). 2296: Wachstum gut. Mycel und Agar gelb. 
Luftmycel gut, weiBgelb, staubig. — 225: Wachstum sehr gut. Mycel und Agar gelb. 
Luftmycel sehr schwach, grauweib. — 234: wie 228. — 243: wie 228. 

Glycerin-Glykokoll-Agar (v. Plotho). 2296: Wachstum sehr gut. Agar 
und Mycel gelb. Luftmycel gut, graugelb. — 228: Wachstum sehr gut. Agar und 
Mycel gelb. Luftmycel sehr schwach. — 234: wie 228. — 243: wie 228. 


Stamm Ltal 1131 


Als zweiter Stamm fiir die vorliegende Arbeit diente ein Actinomycin- 
Gemisch-X-Bildner, [tal 1131. Dieser erwies sich aber als nicht so ge- 
eignet wie der Stamm Afro 2296. Die Uberlebenskurve (Abb.1) fiel 
steiler ab, bis zu 97°/, Toten bei 100000 r. Der prozentuale Anteil der 
Mutanten an den Isolierungen war erheblich niedriger und betrug nur 
etwa 2,59/,. Es scheint hier eine geringere Strahlenresistenz und eine ge- 
ringere Mutationsneigung vorzuliegen als beim Stamm Afro 2296. Die 
Untersuchungen itiber die Art und Menge der Actinomycinbildung er- 
brachten in keinem Falle eine Steigerung der Antibioticabildung (was 
auf die geringe Zahl von isolierbaren Mutanten zuriickgefiihrt werden 
kann) oder eine Veranderung des Actinomycins selber. In der Hauptsache 
traten Mutanten auf, deren Fahigkeit zur Actinomycin- wie zur Luft- 
mycelbildung vollig verlorengegangen war. Zum Unterschied von den 
Mutanten des Stammes Afro 2296 zeigten die des Stammes /tal 1131 auf 
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beiden Nahrbéden (Glycerin-Glykokoll- und Ehrlich-Agar) gleiche 
Wachstumsbilder. te 


Glykokoll | Ehrlich | 


N n Normalbild. Agar und Mycel gelb. Luftmycel gut, weiBgrau. 

A a Wenig oder kein Luftmycel. Sonst wie Nn. 

B b | Kein Luftmycel. Agar und Mycel farblos. 
Zusammenfassung 


1. Die Bestrahlung zweier Actinomycin bildender Streptomyces- 
Stémme mit Co® ergab, daB die Letalitaét bei 100000 r 90 —97°/, betragt, 
daB jedoch die Wirkung unterschiedlich ist. Der Actinomycin-Gemisch-X 
bildende Stamm zeigte eine geringere Mutationsrate als der Actinomycin- 
Gemisch-C bildende Stamm. 

2. Bei Mutanten eines bestimmten Typs des Ausgangsstammes 
Afro 2296 (Actinomycin-Gemisch C) konnte eine Steigerung der Actino- 
mycinausbeute um nahezu 100°/, erzielt werden. 

3. Ein EinfluB auf die Biosynthese des Actinomycins konnte nicht fest- 
gestellt werden. Es traten weder neue Actinomycine auf, die sich im 
Re-Wert oder in ihrer qualitativen Aminosdiurezusammensetzung von den 
Ausgangs-Actinomycinen unterschieden, noch anderte sich das Mengen- 
verhaltnis der einzelnen Actinomycine. 

4. Der Stoffwechsel des Actinomycin-Gemisch C bildenden Stammes 
wurde insoweit beeinfluBt, als einige Mutanten die Fahigkeit zur Nitrat- 
reduktion und zum Stiarkeabbau gewonnen hatten. 

5. Es gelang nicht, durch Bestrahlung die Fahigkeit der Zelle zur 
Actinomycinsynthese so zu beeinflussen, daB neue biosynthetische 
Actinomycine gebildet wurden. Der biochemische Ablauf der Actinomycin- 
synthese scheint also durch Strahlung kaum beeinflu8bar zu sein. 

6. Relativ leicht wird die Actinomycinbildung nach Bestrahlung mit 
Co®° ganz eingestellt. In diesen Fallen treten aber wohl umfassendere Ver- 
anderungen im Stoffwechsel des Organismus ein, die nur in einem Fall 
nach Verfiitterung von Zusaitzen zur Naihrlésung reversibel waren. Bei 
den Actinomycin-Mangelmutanten liegt offensichtlich keine Schaédigung 
der Synthese der im Actinomycin-Gemisch C vorkommenden Amino- 
sauren vor. 

Herrn Prof. Dr. H. BRocKMANN méchte ich fiir die Erméglichung dieser Arbeit 


und die jederzeit gewahrte Unterstiitzung herzlich danken. Frl. I. Emun, Frau 
G. Lrmss und Frl. L. Rumann danke ich fiir ihre technische Hilfe. 
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Physiological and Chemical Studies on Mould Proteins 


I. Growth and cell proteins of Penicillium roqueforti as influenced 
by culture conditions 


By 
Ezz ELDIN TAHA* and §. G. KNIGHT 
With 10 Figures in the text 
(Hingegangen am 5. November 1960) 


In spite of the accumulating literature on the various physiological and 
biochemical aspects of nitrogen metabolism of microorganisms, studies 
on proteins of moulds are very scarce and lag far beyond those done on 
bacterial or algal proteins. 


As early as 1934 Gorcica, Perrrson and STEENBOCK on investigating the 
fractionation of the nitrogen in the mycelium of Aspergillus fischeri found that the 
mycelium contained about 30°/, water soluble nonprotein nitrogen, 55°/, of alkali 
soluble protein nitrogen and 12°/) of alkali insoluble residue. The alkali soluble pro- 
teins consisted chiefly of two fractions, one precipitable by acids while the other was 
acid soluble but precipitated by copper sulphate. Bononos et al. (1942) investi- 
gated the unautolyzable proteins of Aspergillus sydowi and also used sodium hydro- 
xide for the extraction of these proteins. Studies on the basic proteins of Asp. fumi- 
gatus with tumor inhibiting properties were further carried out by PETERMAN et al. 
(1952); ethanol fractionation and electrophoretic separation were applied in their 
partial purification. Smrrares (1952) on studying the chemical composition of the 
mycelium of Penicillium griseofulvum found that the protein content only amounted 
to 12°/, of the mycelial dry weight. Evidence for the presence of phospho proteins in 
mould tissues was given by Takara (1929) and MicHEL-DuRAND (1938). 


No general or systematic study had been devoted to an investigation of 
protein synthesis in mould fungi as influenced by the various physio- 
jogical and environmental conditions. 


Some few investigations, however, were carried out to determine the total nitro- 
gen content of the cells as influenced by culture conditions (KioTz 1923, Brnr 1930, 
Hivrerr et al. 1937, Srernperc et al. 1939 and Tamtya 1942). The main point that 
drew the attention of various investigators was the nitrogen source in the medium, 
thus as early as 1923 Kiorz showed that the nature of the nitrogen source influenced 
the nitrogen content of the fungal mats. NoRMAN (1933) found that the nitrogen con- 
tent of the fungal mycelia of different aspergillae ranged between 2.59 and 7.57°/,, the 
latter high nitrogen content was obtained by culturing the organism on a high 
nitrogen medium. Hiiperr et al. (1937) found that the total nitrogen content of the 


* Visiting Research Professor, on scientific leave from National Research Center, 
Cairo, U.A.R.; Appointment supported by the International Cooperation Admini- 
stration under the Visiting Research Scientists Program administered by The 
National Academy of Sciences of the United States of America. The work was also 
supported in part by grant E-1201 from the National Institutes of Health. 
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mycelia of Asp. niger increased gradually from 1.0 °/>—3.5°/, by the increase of 
ammonium sulphate concentration between 0.05—0.5°/,. He also studied the in- 
fluence of the nature of the nitrogen source in the medium. In these studies he only 
used ammonium sulphate, ammonium chloride and peptone. He reported less nitro- 
gen content of the cells grown on peptone than those on the ammonium salts which 
showed more or less the same nitrogen content. STEINBERG et al. (1939) also carried 
out comparative studies on the growth of Asp. niger on ammonium nitrate, am- 
monium chloride and sodium nitrate at three levels of carbohydrate. The growth and 
total nitrogen curves he obtained with 2.5, 5, 7.5°/) sucrose were proportional and 
identical in form when superimposed; at intermediate nitrogen concentrations 
ammonium chloride gave lower and sodium nitrate still lower yields than did 
ammonium nitrate. He also found that the total nitrogen in the mycelial felts 
grown with ammonium nitrate increased linearly with increasing concentration of 
nitrogen. He assumed that the protoplasmic nitrogen in the mycelial felts is fairly 
constant and that the excess of nitrogen in the mycelial felts must be absorbed 
nitrogen that has not become an integral part of the protoplasm. Tamrya (1942) 
also reported that the nitrogen content of the mats of Asp. oryzae varies with the 
nitrogen source and always was higher when ammonium chloride was given as the 
nitrogen source than that with potassium nitrate. 


In this paper studies on the growth and protein content of the mycelia 
of Penicillium roqueforti as influenced by the various culture conditions 
are reported. These studies may shed some light on the essential infor- 
mation needed for the elucidation of the role of the environmental and 
nutritive factors in fungal protein synthesis. 


Experimental Methods 


Penicillium roqueforti (P-12-1) strain was used throughout this study. Stock 
cultures were maintained on tomato extract agar slants. These tomato extract 
slants were prepared by mixing and slanting equal quantities of sterile tomato juice 
and 3°/, agar in sterile tubes of 6 oz. prescription bottles. Cultures were usually 
made — if not otherwise stated — in 125 ml. Erlenmeyer flasks each containing 
30 ml of the sterile medium. The flasks were inoculated with a standard inoculum 
(0.5 ml of a standardized spore suspension) and incubated for 5 days at 25°C. At the 
end of the growth period, the mycelial mats were harvested and thoroughly washed 
by filtration. The mats were heated at 95°C for half an hour then dried at 60°C 
until constant weight. Three replicate flasks were made for each particular treatment. 

The total nitrogen was estimated by the microkjeldahl method using a Markham 
distillation apparatus (MarKHam) 1942 with a potassium sulphate-copper sulphate 
mixture as the digestion catalyst. 

The soluble nitrogen was estimated by the method used by Mrrrert (1952) and 
Tana et al. (1958) in the determination of soluble nitrogen of algal cells. The 
method is based on the original procedure of Vorr (1922). The protein nitrogen 
content was calculated by subtraction of the soluble nitrogen content from the total 
nitrogen content. Crude protein content was calculated by multiplication of the 
protein nitrogen by the factor 6.25. The protein yield was calculated as the 9/, protein 
content x total mycelial yield. 

In this method the values calculated as crude protein nitrogen will include of 
course the nitrogen of chitin present in the cell wall, but the studies of the chitin 
content of our experimental organism carried out in this laboratory by Kyicut et al. 
(unpublished data) showed that the chitin content under different conditions 
amounted to 2—3/, of the total dry weight, i.e. the chitin N content will therefore 
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amount to only about 0.2°/,. This low value of chitin N will cause an overestimation 
of the total protein content by a very small fraction of its value, i.e. less than the 
experimental error of most other direct methods of protein estimations. We con- 
sidered therefore that this low percentage of chitin N could be overlooked without 
changing the general picture of the crude protein content as influenced by the 
various conditions and the method is satisfactory in this comparative study. 


Experimental Results 
1. Selection of the culture medium 


Before studying the growth and protein synthesis by the organism, as 
influenced by variations in the culture conditions, it was necessary as an 
orientation step to select a medium that supported good growth. Three 
natural and three synthetic media were used. The natural media were 

tomato extract, malt 
Table 1. The Total Mycelial Yields of P. roqueforti extract (RAPER et al. 


on Different Culture Media 1949) and glucose pep- 
nreateee | Mycelial tone (SKINNER et al. 
ieee nae 8195 1) The? Symone 
Malt extract | 146.6 media used by other in- 
Natural Glucose peptone | 175.0 vestigators for culturing 
Tomato extract 251.6 nae 
of penicillae were also 
Does Be used. These were CZAPEC- 
Dox’s + 1 ml. minerals 52.3 i 2 
Synthetic | Dox’s + corn steep ash 69.3 Dox, Kntcur’s (MEYERS 
Der FIEBRES 115.2 and Knicut 1958), and 
KNIGHT’s 214.7 Dr FresreEs modification 


of Kwyieut’s synthetic 
medium (CasrpA 1953). These latter synthetic media differed in the 
nature and the concentration of the various nutritive constituents, 
mainly the nitrogen source. Modification of Dox’s medium enriched with 
trace minerals (KNIGHT 1958) or corn steep ash were also used. 

The results in Table 1 indicated that tomato extract was presumably 
the most favourable medium for the growth of the mould. The growth 
recorded on malt extract and glucose peptone medium amounted respec- 
tively only to 60 and 70°/, of that on tomato extract. 

KyieHt’s medium seems to be the most favourable synthetic medium. 
The total mycelium yield of the organism on that medium amounted to 
about 85°/, of that on tomato extract. The higher rate of growth of the 
organism on tomato extract may be correlated with the initial acidic py 
value of this media and the natural constituents it contains. This point 
will be referred to later. 

Dox’s medium seems to be poor and quite unfavourable for the growth 
of the organism. Enrichment of this medium with trace minerals, how- 
ever, allowed the total mycelial yield to increase by more than three 
times, yet the medium was still poor and far from a favourable culture 
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medium. Addition of corn steep liquor ash to the medium did not help 
much although the total mycelial yield was double that on the control 
Dox medium, yet it amounted only to 37 mg/30 ml medium i.e. only 
about 15°/, of that on 


tomato extract. a 
In view of the need of 8 20 
e 


S00 A = 5 


a medium of a defined 
chemical constitution to 200 
permit the elimination or 


substitution of single com- /$0 
ponents in metabolic 
studies and our previ- /@ 


ously mentioned findings, 
Kyicur’s medium was 
chosen as the culture 


medium in further experi- EES GE ry PIE, 
ante: Temperature 


is 


Fig.1. The mycelial (black) and protein (white) yields of 
P. roquefortt as influenced by temperature. (A) Tomato 
extract, (B) KNIGHT’s medium 


2. Effect of temperature 

The study of the influ- 
ence of temperature on 
the total mycelial yield as 
wellas the protein content 
was done with both 
tomato extract and 
Kwyieut’s medium. The 
temperatures used were 
O06 8205030, stand. Y87° C: 
The data obtained and 
expressed graphically in 
Fig.1 and 2 show that 
between 20 and 30°C 0 


7 20 oo Te eo 
the mycelial growth on Temperature 


tomato extract’ was not Fig.2. The total (7.N.) soluble (S.N.) and protein (P..) 
appreciably influenced by nitrogen content of P. roqueforti (in percent of the dry 
variation of temp eratures. weight) as Ba ae He ale eae ee Tomato extract, 
No significant difference 

was found between the total mycelial yields at each of these tempera- 
tures. On Knieut’s medium the variation of temperature from 20 to 
25°C seems also to have no effect on the total mycelial yield but as the 
temperature rose to 30°C a sharp decline in the mycelial yield was obser- 
ved. The mycelial yield at this temperature amounted only to 65 °/, of that 
at 25°C. No growth was noted at 37°C on both experimental media. 
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On tomato extract the total nitrogen content of the mycelia was found 
to increase with increase in temperature in a more or less linear manner. 
The soluble nitrogen content, on the other hand was not appreciably 
influenced by a rise of temperature from 20 to 25°C. As the temperature 
increased to 30°C the soluble nitrogen content decreased about 16 °/, of 
that at 25°C. The calculated protein nitrogen was found to increase with 
increase of temperature in a more or less linear manner. The highest 
protein content recorded at 30°C amounted to about 31°/, of the dry 
weight. The same linear relationship was found also to occur between 
temperature and protein yield. 

On Kyiqgut’s medium, on the other hand, the total nitrogen, soluble 
nitrogen and calculated protein contents were not appreciably influenced 
by temperature variation within the experimental range. The total 
protein yield showed the same temperature relationship as the total 
mycelial yield, i.e. it was not significantly influenced by temperature 
variation between 20 and 25°C. The total protein yield also showed a 
decline to about 65 °/, of that at 25°C as the temperature rose to 30°C. 


3. The effect of the py of the medium 


The influence of the initial pq of the medium on the total yield of 
mycelium and protein was studied on Knicut’s medium. Aliquots of this 
medium were adjusted with either HCl or NaOH to px 2.5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
and 8.5 before sterilization. The cultures were inoculated, grown, har- 
vested, dried and analyzed as previously described. The data of the total 
yield of mycelium, total protein, total nitrogen, and soluble nitrogen and 
protein, are represented in Fig. 3. An initial py of 4 gave the maximum 
yield of mycelium with almost as good a yield up to py 6. At lower and at 
higher ranges the growth was poor, averaging approximately 115 and 
140 mg dry weight of mycelium per flask respectively. 

Except for py 2.4 which is considered drastically inhibitory, the total 
nitrogen, soluble nitrogen and calculated protein nitrogen contents were 
found not to be influenced by changes in the initial hydrogen ion con- 
centration of the basal medium. The protein yield showed therefore more 
or less the same relationship with py variation as the total mycelial yield. 
The broad px optimum (4—6) recorded for the total mycelial and protein 
yield may be actually correlated with the ability of the organism to lower 
the initial py rapidly during its growth to a pp most favourable for its 
growth. ‘Table 2 in which the final py of the medium after 5 days growth 
is illustrated shows this phenomenon. 

A study of the actual influence of the py of the medium uninterrupted 
by the complications brought about by the effect of growth on the py 
was thus needed. This study was achieved by culturing the organism in 
succinic-phosphate buffered medium (M/10 sodium monohydrogen phos- 
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phate and M/10 succinic acid) adjusted to different pu values. The initial 
Pu value remained more or less constant throughout the experimental 


Fig.3. Above: The effect of the initial pu of 
the unbuffered medium on the mycelial (M) 
and protein (P) yields of P. roqueforti. — 
Below: The effect of the initial pu of the 
unbuffered medium on the total soluble 
and protein nitrogen content of P. roqueforti 


growth period (Table 2). The 
data for the total mycelial and 
protein yields, total nitrogen, 
soluble nitrogen, and protein 
content are illustrated in Fig. 4. 
These data show that in the 
buffered medium the total 
mycelial yield actually increased 
with the increase in py reaching 


N% 


Si 
PH 
Fig.4. Above: The effect of the pu of the buffered 
medium on the mycelial and protein yields of 
P. roqueforti. — Below: The effect of the pu of the 
buffered medium on the total, soluble and protein 

nitrogen content of P. roqueforti 


Table 2. Changes in the Initial py of Knight’s 
Medium on Growth of P. roqueforti for 5 Days 


Unbuffered Buffered 
Initial px Final Initial Final 
2.5 2.3 2.1 2.1 
3 2.6 2.4 2.35 
4.1 2.8 3.03 2.75 
5 3.9 3.8 3.50 
6.1 4.5 5.0 5.0 
7 5.0 5.85 ~ 5.85 
8 5.4 6.80 6.80 
8.5 5.8 7.15 7.0 
8.0 8.0 


a maximum at py 4 after which it started to decrease in a more or less 
linear manner with further increase of pg. This finding substantiated the 
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interference effect of fungal growth on the initial py of the unbuffered 
medium, thus changing the shape of the py growth curve. The total nitrogen 
content of the cells showed, however, a slight increase with the increase of 
the py values. A similar relationship was found to occur between the 
soluble nitrogen content and the px of the medium.The protein nitrogen, on 
the other hand, showed a maximum at pH 4 after which it remained more 
or less constant, uninfluenced by further increase in the py value above this 
optimum. The px-protein yield curve indicates that the protein yield 
increased linearly with the increase of the pq value reaching a maximum 
at pu 4 after which a linear decrease was recorded with further increase 
of the px. It is noteworthy to mention that the inhibitory action of the 
higher py values on the growth of the organism was not accompanied 
by a similar action on the protoplasmic protein content. 


4. Influence of the nature of the nitrogen source 


It has been reported that the nature of the nitrogen source exerts an 
influence on the total nitrogen of the fungal mycelia, but actually no 
detailed systematic work had been done to investigate the utilization of 
nitrogen sources representing the major groups of nitrogenous compounds 
and the influence they may exert on the protein content of the cells. This 
study was, however, achieved by culturing our strain of mould on modi- 
fications of the basal medium in which the ammonium sulphate was 
replaced by nitrogen-equivalent amounts of each of the following com- 
pounds (see Table 3): 

Amino acids: glycine, alanine, leucine, methionine, cysteine, asparagine, aspartic 
acid, arginine, phenyl alanine and tryptophane ° 

Protein hydrolysates: casamino acids and peptone. 

Ammonium salts: ammonium sulphate and ammonium nitrate. 

Nitrates: sodium and potassium nitrates. 


Purines and related compounds: adenine, guanine, xanthine, uric acid, allantoin 
and urea. * 


The media were adjusted initially to about px 4; except in the case of uric acid 
and xanthine the py was about 7 to afford their solubility. 

The mould Penicillium roqueforti seems to be able to utilize a wide 
range of organic and inorganic compounds. As far as the amino acids are 
concerned, arginine proved to be the best, since the highest total mycelial 

yield was obtained when the organism was cultured on it. The sulphur 
amino acids methionine, and cysteine seem to be quite unfavourable for 
the growth of this organism and the total mycelial yields recorded on 
each of these two amino acids amounted only to less than 18 °/, of that on 
arginine. The growth of the organism on the different amino acids could 
be arranged in the following descending order: arginine > alanine 
> glycine > aspartic acid > leucine > aspargine > phenyl alanine 
> tryptophane > cysteine > methionine. 


a 
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Ammonium sulphate proved to be a good source of nitrogen for the 
growth and sporulation of the organism but growth on ammonium 
nitrate amounted only to about 75°/, of that on ammonium sulphate. 
The nitrates as represented by potassium and sodium nitrates were very 
poor for the growth of the organism. These results substantiated the 


Table 3. Mycelial Yields and Protein Content of P. roqueforti, when Cultured in 
Medium Modified with Different Nitrogen Sources 


— 


cates Pe Mycelial TN. P.N. Protein 
Initial | Final | Yield (mg) */o "Io "Io 
Glycine 4.2 :| 5.3 489.3 4.68 4.40 27.50 
Alanine ae 5.0 531.6 4.25 4.01 25.63 
Leucine 4.208 4.7 437.5 4.23 By All 20.06 
Methionine 4.0% 4.2 120.2 4.28 3.79 23.69 
Cysteine 42m 37 123.6 5.70 5.24 32.75 
Asparagine 4.2, 4.9 274.2 5.99 4.75 29.69 
Aspartic acid 4.2: 6.1 371.6 4.15 Z21 13.81 
Arginine 4.2 5.2 667.9 4.21 3.98 24.88 
Phenylalanine 4.2 4.2 207.5 5.29 4.73 29.56 
Tryptophane 4.2 4.8 147.6 5.10 4.66 29.08 . 
Casamino acids e433 5.4 467.6 4.10 3.88 24,25 
Peptone — 4.3 5.4 438.9 4.31 4.14 25.87 
Am. sulphate 4.2 2.3 448.3 5.05 4.58 28.62 
Am. nitrate 4.2 5.0 348.4 4.10 3.89 24.31 
Sodium nitrate 4.2 6.7 108.3 4.29 2.98 18.63 
Potassium nitrate | 4.2 . 6.9 128.5 4.30 4.05 25.31 
Wdenine 4.2 5.5 624.6 4.15 3.81 24.81 
Guanine 7.0 — —- — a — 
Xanthine 7.0 = — — — —= 
Uric acid = 6.5 6.3 383.9 4.52 4.15 25.94. 
Allantoin. 4.2 5.4 588.5 4.68 4.40 27.50 
Urea FAD 5.4 397.2 4.54 4.13 25.81 


ie. 


previous findings reported by Kyicut et al. (1958) and TurpopEav and 
Macy (1942). The bad growth on the nitrates may be correlated with the 
shift of the initial py during growth to unfavourable higher value. The 
organism was able to grow luxuriantly on the purines. It was remarkable 
that the growth on adenine approached that on arginine and amounted 
to about one and one half times that on ammonium sulphate. Good 
growth was also recorded in the case of allantoin and uric acid. High 
mycelial yield was also obtained on xanthine and guanine but no quanti- 
tative record was available owing to the complications brought about by 
the precipitations in the medium during growth. The ability of the 


Ss 
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organism to grow luxuriantly on purines may be correlated with its active 
purine degradation enzyme system (TaHa et al. 1952, 1953). 

The total and protein nitrogen contents of the mycelia were also in- 
fluenced by the nature of the nitrogen source. When amino acids were used 
as the sole source of nitrogen, the total nitrogen content ranged between 
4.5 to 6/9. The highest value for the total nitrogen and protein 
content was recorded in the case 
of aspargine, cysteine, and 
phenyl alanine. The total nitro- 
gen and protein content of the 
mycelia grown on ammonium 
sulphate were also found to be 
higher than in mycelia grown on 
sodium or potassium nitrate. 
On using the purines the total 
nitrogen and protein content of 
the cells ranged between 4.15 to 
4.68°/, and 3.8—4.4°/, respec- 
tively. It isnoteworthy to remark 
that the nature of the nitrogen 
source did not exert the same 
influence on growth and protein 
synthesis, i.e. the luxuriant 
growth of the organism recorded 
on a certain nitrogen source was 
not necessarily accompanied by 
a higher protein content. 


C5! 


@ a 
Trace minerals solution wi) 5. The effect of the concentration 


Fig. 5. Above: The effect of ammonium sulphate of nitrogen 


concentration on the mycelial and protein yields of 


P. roqueforti. — Below: The effect of ammonium The study of the effect of 
sulphate concentration on the total, soluble and . " 
protein nitrogen content of P. roqueforti varying concentrations of am- 


monium sulphate in the nutri- 
tive solution on the growth of the organism as well as the total 
nitrogen, soluble nitrogen, and protein content of the cells was ap- 
proached by culturing the organism on the basal medium in which the 
ammonium sulphate concentration was varied between 0.147—18.85 gm 
i.e. 0.03—4 g N/L. The data obtained and presented in Fig. 5 showed 
that at the lower ranges the total mycelial yield increased linearly with 
the increase in ammonium sulphate concentration. The maximum 
mycelial yield was obtained at a concentration of about 2 gm N/L. At 
concentrations above the optimum, the organism seems to be almost 
independent of the variation in ammonium sulphate concentration since 
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the mould showed more or less the same total mycelial yield at the diffe- 
rent concentrations in this range. 

The total protein yield behaved somewhat similarly i.e. it showed an 
increase with the increase of the nitrogen concentration reaching a maxi- 
mum at a nitrogen concentration of about 2 gm/L. after which the total 


e. Ba 
Potassium phosphate g/v 


Fig.6. Above: The effect of potassium phosphate concentration on the mycelial and protein yield of 
P. roqueforti. — Below: The effect of potassium phosphate concentration on the total, soluble and 
protein nitrogen content of P. roqueforti 


protein yield seemed not to be influenced by further increase in ammo- 
nium sulphate concentration. The same general picture seems to hold true 
also for the total nitrogen, soluble nitrogen, and protein content although 
the maximum values were recorded at a nitrogen concentration of 
about 1 gm/L. 
6. Effect of phosphate concentration 

The study of the effect of phosphate concentration (Fig. 6) had shown 
that the total mycelial yield increased considerably with an increase in 
the phosphate concentration up to 0.75 gm/L. Further increase in the 


N% 
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phosphate concentration (up to 5 gm/L.) was accompanied by slight 
linear increase in the total mycelial yield. 

The total nitrogen and protein nitrogen content of the cells were also 
markedly affected by the variation of phosphate concentration. Both types 
of nitrogen increased considerably with the increase of phosphate concen- 
tration, reaching a maximum at 
about 0.75 gm/L., after which 
further increase in phosphate 
concentration was accompanied 
by slight linear decrease of 
total and protein nitrogen con- 
tent. The soluble nitrogen 
content, on the other hand, 
showed a decrease with the 
increase of phosphate concen- 
trations reaching a minimum 
of about 0.75 °/, at a phosphate 
concentration of 0.5 gm/L., 
with almost the same value 
over the range of 0.5—1.5gm/L. 
after which it showed a steady 
but slight increase with further 
rise of the phosphate concen- 
#5 tration up to 5 gm/L. The 

calculated protein yield showed 

Pir Above: me tect of mamesum spt q logarithmic increase with the 

P. roqueforti. — Below: The effect of magnesium increase of phosphate concen- 

BUEpDAES  eaitiprta aha on the palo eutenis and tration. showing a maximum 

protein nitrogen content of P. roqueforti ’ 5 

at a concentration of about 

1 gm/L. after which the protein yield seemed not to be appreciably 
influenced with further increase in phosphate concentration. 


i) 


05 10 15 20 
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7. Effect of magnesium sulphate concentration 

The study of the effect of magnesium sulphate was done by culturing 
the organism on the original basal medium in which the magnesium sul- 
phate concentration was varied between 5 and 250 mg/100 ml (Fig.7). 
A magnesium sulphate concentration of 30 mg/100 ml gave the maxi- 
mum yield of mycelium with almost as good yields over the range of 
30—80 mg. After this range further increase in magnesium sulphate con- 
centration was accompanied by a slight decrease in the mycelial yield. 
The total and protein nitrogen content of the mycelium also showed an 
increase with the increase of the magnesium sulphate concentration, 
reaching a maximum at a concentration of 40 mg/100 ml and main- 
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taining almost the same level over the range of 30—70 mg/100 ml, 
after which, both showed a slight decrease. At the higher experimental 
ranges the total and protein nitrogen contents seem not to be influenced 
by the variation of magnesium sulphate concentration. The soluble 
nitrogen curve also showed the same picture as the total nitrogen curve. 


400 


5. The influence of the addition @ 
of trace metals a 
=e) 


The addition of a mixture of -%” 
known metals to the basal 
medium seem to have a great zy 
influence on the total mycelial 
yield and protein content. The 
mineral supplement was made 
up as follows: CuCl,, 15.5 mg; 
ZnSO, - 7H,O, 175.6 mg; MnCl, 
-4H,0, 36.0 mg; CaCl, 2H,O 
183.4 mg; (NH,)6Mo,0,,-H,0, 
10.2mg. All were dissolved in 
HCl and made up to 100 ml 
with distilled water. Different 
amounts ranging from0.5—4ml 
were added per liter of medium. 


N% 


The data presenting the effect 0 as ee 3 

of the addition of different Nitrogen g/l 

concentration of these trace Fig.8. Above: The effect of trace minerals concen- 
3 : ' tration on the mycelial and protein yields of 

minerals (Fig. 8) showed that P.roqueforti. — Below: The effect of trace minerals 

the addition of the smallest concentration on the total, soluble and protein 


nitrogen content of P. roqueforti 
amount (0.5 ml) of the trace 


mineral solution increased the total mycelial yield to about three times 
as much as that of the control. Addition of 1 ml trace minerals caused 
a further slight increase of the mycelial yield of about 22°/, of that of 
the control. The total mycelial yield seems not to be affected by any 
further increase of the trace mineral concentration. Addition of 1ml was 
thus considered satisfactory for the trace metal needs of the organism. 

The total nitrogen and protein contents of the mycelia showed a 
relationship with the mineral enrichment more or less similar to that of 
the total mycelial yield i.e., the total and protein nitrogen showed an 
increase with the addition of the trace minerals up to 1 ml/L., after which 
any further addition of minerals did not influence significantly the total 
and protein nitrogen content. The protein content of the mycelium 
grown on the medium enriched with trace minerals amounted to about 
35°/, of the total mycelial dry weight, i.e. more than one and one half 
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times as much as that of the control. The soluble nitrogen content behaved 
more or less reversibly, i.e., it was reduced by about 20°/, on addition of 
the smallest amount of trace metals (0.5 ml); further addition of trace 
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Fig.9. The effect of vitamines on the mycelial (black) and protein yield (white) of P. roqueforti 


Biotin 
Thiamin 
Folic acid 
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Fig. 10. The effect of vitamines on the total (black) and protein (white) nitrogen content of P. roqueforti 


metals seems not to influence the soluble nitrogen content. The trace 
metals-protein yield curve showed the same picture as that of total 
mycelial yield, i.e., the protein yield increased considerably with the 
addition of 0.5 ml of the trace mineral solution. No significant change 
accompanied further increase in the trace minerals concentration. 


9. The influence of addition of vitamins 
The effect of the enrichment of the basal medium with vitamins on the 
mycelial yield and protein synthesis was also investigated. The following 
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vitamins were tested either singly or in association and were used in the 
concentrations noted here as ug/L.: thiamin HCl 200, riboflavin 100, 
vitamin B, HC1100, calcium pantotheonate 200, niacin 200, p-amino 
benzoic acid 100, inositol 1000, biotin 1.0, folic acid 1.0. The data ob- 
tained (Figs.9 and 10) showed that P. roqueforti under the experimental 
conditions has no obligate vitamin requirements. The addition of any of 
the vitamins tested either singly or in association with all the others did 
not stimulate growth. The total nitrogen, soluble nitrogen and protein 
nitrogen contents were similarly unaffected by the vitamin additions to 
the medium. 


Reviewing the previously reported findings it was possible to conclude 
that the culture conditions do not necessarily exert the same influence 
on growth and mycelial protein content. The chemical composition of the 
fungal protoplasm, as far as the proteins is concerned, seems not too 
flexible and does not vary within wide ranges by the variation of the cul- 
ture conditions. Only when these conditions were quite drastic or when 
a certain nutritive element was limiting was a decrease in the protein 
content observed. Once the deficiency was eliminated and the normal con- 
ditions were maintained, the protein content was restored to its normal 
value. The following culture solution was found to establish the optimum 
conditions for growth and protein synthesis by this strain of P. roqueforti 
in surface cultures. 


Sucrose 30.00 g/L. Mineral solution 1 ml/L. 
(NH,),SO, 9.43 2/L. CuCl, 15.5 mg 
K,HPO, 0.75 g/L. Zn SO,:7H,O 175.6 mg 
MgSO,-7H,O 0.30 g/L. MnCl, -4H,O 36.0 mg 
KCl ; 0.50 g/L. CaCl, - 2H,O 183.4 mg 
Fe citrate 0.05 g/L. (NH,)6Mo,0,,: H,O 10.2 mg 
Sodium acetate A fealfl vy Distilled water 100.0 ml 


Sodium lactate 5 g/L. 


Summary 

Studies on the growth and protein content of Penicillium roqueforti as 
influenced by the various physiological and environmental conditions are 
reported. These studies included the investigation of the influence exerted 
by the temperature and hydrogen ion concentration as well as the nature 
and (or) the concentration of the various nutritive constituents on the 
total mycelial yield, total nitrogen, soluble nitrogen and protein content 
of the mycelium. A medium that established the optimum conditions for 
growth and protein synthesis by the organism was formulated. The pro- 
tein content of the mycelia was found to be more or less constant and was 
only decreased when the culture conditions were drastic or on a deficiency 


of certain nutritive elements. 
3* 
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Effeet of Different Strains 
of Newcastle Disease and Fowl-plague Viruses 
on a Group of Sulphonphthalein Dyes 


By 
M. K. TOLBA and JOSEPHINE K. ESKAROUS 


(Received November 23, 1960) 


Kunst (1951) studied the effect of swine influenza virus on sulphon- 
phthalein dyes and showed that various dyes of this group inoculated 
into the allantoic fluid of chick embryos faded after 48 hours in presence 
of the virus. Human strain W.S. of influenza A induced much less 
change though the hemagglutination titres were similar. ToLBa and 
Eskarous (1954) observed a similar effect on phenol red when working 
with some strains of fowl-plague virus. 


This set of experiments was carried out in an attempt to differentiate 
between five strains of fowl-plague virus and between these in turn and 
three strains of the virus of Newcastle disease using a series of sulphon- 
phthalein dyes. 


I. Material and Methods 
1. Virus-Strains 


The following strains of Newcastle disease and fowl-plague viruses were used 
in this investigation: A. Strains of Newcastle Disease Virus: 1. Vaccine: NcP;R,C,. 
2. Riqqa: C;P,,C,. 3. Cairo Cy. — B. Strains of Fowl-Plague Virus: 1. Original: 
PFC,P,,C,;. 2. Attenuated: PFC,P,,CsoP35C,. 3. Reactivated: PFC,P,,CyPe5Ci5. 
4. Tyroid: T,,,. 5. Dardiry: DF;P,;C. 

The detailed characteristics of the above strains are given in a previous paper 
(TotBa and Esxarovs 1959). All the above mentioned strains and series of both 
Newcastle disease and fowl-plague viruses were kindly supplied by the Egyptian 
Ministry of Agriculture’s Serum and Vaccine Institute, Abbassia, Cairo. 

The source of the virus used in the following tests was the allantoamniotic fluids 
of embryonated chicken eggs which had been infected with the respective viruses 
after 10 days of incubation. 


2. Sulphonphialein Dyes 


A series of sulphonphthalein dyes were used in this investigation, namely, 
phenol red, thymol blue, bromthymol blue and bromocresol green. One in thousand 
solutions of the various dyes in 0.01 N sodium hydroxide were prepared. 
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3. Methods of Testing the Action of the Dyes 


a) Three tenth of a ml of 10-2 dilution of the virus in each dye were inoculated 
into the allantoic cavity of three 11-day old eggs; 3 chick embryos inoculated with 
each of the dyes alone served as controls. 

b) The inoculated embryos were incubated at 37°C for 48 hours and the allantoic 
fluid of each egg was aspirated separately and tested for its purity of bacterial 
contamination. 

c) The colour intensity of the sterile chorio-allantoic fluid was determined, 
arbitrary units were given to designate this intensity. +++-+ were coined to 
designate orange, deep red, blue and dark blue colours of thymol blue, phenol red, 
bromthymol blue, and bromocresol green respectively. Zero (0) was meant to 
represent yellow colour in case of phenol red and complete discharge of colour in 
case of the other three dyes. All degrees of intergradation which existed between 
these two extremes were given respective arbitrary units between these two men- 
tioned above. 

d) The p-value of the aspirated chorio-allantoic fluid was determined at the 
end of the experimental period using Cambridge electric pq-meter. For the sake of 


Table 1. Effect of Inoculating 11-Day Old Chick Embryos with 0.3 ml. Suspension 
of each of the Various Strains of Newcastle Disease and Fowl-Plague Viruses in 
0.01 N Sodiwm Hydroxide on the py-Value of the Chorio-Allantoic Fluid when Eggs 
are Incubated at 37°C for 48 Hours from Inoculation 
(Expressed as the average values of at least 4 determinations in each case) 


Chick Embryos inoculated Du-value Chick Embryos inoculated Du-value 
arith of chorio- with of chorio- 
allantoic fluid allantoic fluid 
0.3 ml] sterile water 6.40 F.P.V. Strains: 

0.3 ml 0.01 N NaOH 6.40 Original 6.84 
N.D.V. Strains: Attenuated 6.83 
Vaccine 6.74 Reactivated 6.62 
Riqqa 6.78 Tyroid 6.80 
Cairo C 6.68 Dardiry 6.55 


comparison the py-value of the chorio-allantoic fluid when inoculated with 0.3 ml 
sterile distilled water, 0.3 ml 0.01 N sodium hydroxide solution or 0.3 ml of a 
suspension of each of the 8 virus strains in 0.01 N sodium hydroxide was determined 
simultaneously. The results of these experiments are set out in Tables 1 and 2. 


II. Experimental Results 

Tables 1 and 2 show that: 

1. The development of the various strains of Newcastle disease and 
fowl-plague viruses in the chick embryos induced a very slight increase, 
if at all, in the initial py-value of the chorio-allantoic fluid. 

2. When the various strains of both fowl-plague and Newcastle 
disease viruses were inoculated into the chick embryos together with 
each of the 4 dyes used in this experiment, the py-value of the chorio- 


allantoic fluid either remained constant or revealed a slight shift towards 
the alkaline side. 
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reactivated strains of fowl-plague virus as well as the Riqqa strain of 
Newcastle disease virus, whereas the tyroid and Dardiry strains of 
fowl-plague virus induced marked discharge of the colour of bromocresol 
green at the end of the experimental period. 

C) All strains of fowl-plague and Newcastle disease viruses induced 
moderate discharge of the colour of thymol blue except the Dardiry 
strain of fowl-plague virus which discharged the colour of the dye to a 
considerable degree and the vaccine strain of Newcastle disease virus 
which was of no effect on the dye at all. 


Table 3. Percentage Decrease in the Arbitrary Units Representing the Intensity of 

Colour of Various Dyes of the Sulphonphthalein Group when Inoculated into the 

Chorio-Allantoic Fluid of Chick Embryos Together with Different Strains of Fouwl- 
Plague and Newcastle Disease Viruses as Compared to the Control Samples 


Virus-strain Phenol Red Thymol Blue str e g: sag ine 

N.D.V. 

Vaccine 14.3 0.0 66.7 12.5 

Riqqa 0.0 37.5 0.0 37.5 

Cairo C 42.9 ale 16.7 12.5 
Me ee 

Original 42.9 S10 50.0 Syels 

Attenuated 14.3 50.0 66.7 37.5 

Reactivated 42.9 50.0 83.5 50.0 

Tyroid plas’ 50.0 83.5 62.5 

Dardiry 42.9 75.0 83.5 75.0 


D) In case of bromthymol blue, Riqqa, and Cairo C strains of New- 
castle disease virus were of almost no effect on the initial colour intensity 
of the chorio-allantoic fluid; the original strain of fowl-plague virus 
induced moderate discharge while the remaining strains of both fowl- 
plague and Newcastle disease viruses discharged the colour of the dye 
almost completely. 

4. The discharge of colour of the various dyes experimented with in 
presence of the different strains of fowl-plague and Newcastle disease 
viruses does not seem to be accompanied by any appreciable changes 
in the p-value of the chorio-allantoic fluid. This result may indicate 
that the discharge of colour of the various dyes is probably brought in 
through the adsorption of various amounts of these dyes on the surface 
of the colloidal particles of the developing viruses. Assuming that such 
a process of adsorption takes place, the variation in the rate of discharge 
of each dye by the various strains of fowl-plague and Newcastle disease 
viruses may be explicable on the basis of the possible variations in the 
rate of multiplication of the different strains, presumably leading to the 
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production of varying amounts of colloidal particles and hence varying 
rates of adsorption of the dye particles incur. 

Table 3 gives the percentage discharge of colour of the various dyes 
induced by each virus strain. The values in the table are expressed as 
percent decrease in the arbitrary units representing the colour of each 
dye in presence of the various strains of fowl-plague and Newcastle 
disease viruses when compared to the control samples, viz. chick embryos 
inoculated with each dye alone. 

The results in Table 3 show that the varying response of some dyes 
of the sulphonphthalein group to different strains of fowl-plague and 
Newcastle disease viruses lends a quick means of separating closely 
related strains of one and the same virus but does not help much in 
separating two different viruses since the behaviour of the various 
strains of one virus is, in certain cases, quite close to the behaviour of 
strains of the other virus. 

Several examples may be cited of the possible segregation of strains 
of one virus through the application of dyes of the sulphonphthalein 
group among which mention may be made of the following: 

1. The vaccine strain of Newcastle disease virus induced a high per- 
centage of discharge of colour of bromthymol blue while the other two 
strains of the same virus were of very slight or no effect on this dye. 
On the other hand, the Cairo C strain of this virus induced moderate 
discharge of colour of phenol red whereas the Riqqa strain induced no 
effect whatsoever on the colour of this dye in chick embryos. 

2. The attenuated and tyroid strains of fowl-plague virus revealed 
very slight and very high rates of discharge of colour of phenol red 
respectively. The other strains of fowl-plague virus occupied inter- 
mediate positions between the two strains mentioned above with regards 
to their ability to discharge the colour of phenol red in chick embryos. 
On the other hand, the original and Dardiry strains of fowl-plague virus 
revealed rather low and quite high rates of discharge of colours respec- 
tively in cases of both thymol blue and bromocresol green. 


Discussion 

1. When the various strains of both fowl-plague and Newcastle 
disease viruses were inoculated into chick embryos together with each 
of four dyes belonging to the sulphonphthalein group viz., phenol red, 
thymol blue, bromthymol blue, and bromocresol green, they induced 
different degrees of discharge of the various dyes. Such colour discharge 
was not accompanied by any appreciable changes of the py-value of 
the chorio-allantoic fluid, a result which is in complete agreement with 
the findings of Kunst (1951) in his studies on two strains of influenza 
virus. The results of the present test would thus indicate that the 
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discharge of colour of the various dyes is probably brought in through 
the adsorption of various amounts of these dyes on the surface of the 
colloidal particles of the developing viruses. Assuming that such a 
process of adsorption takes place, the variation in the rate of discharge 
of each dye by the various strains of fowl-plague and Newcastle disease 
viruses may be explicable on the basis of the possible variations in the 
rates of multiplication of the different strains, presumably leading to the 
production of various amounts of colloidal particles and hence varying 
rates of adsorption of the dye particles incur. The results obtained in 
this test indicate that the varying response of some dyes of the sulphon- 
phthalein group to different strains of fowl-plague and Newcastle disease 
viruses may lend a quick means of separating closely related strains 
of each of these two viruses but does not help much in separating the 
two viruses from one another since the behaviour of the strains of one 
virus is in certain cases, quite close to the behaviour of the strains of the 
other. 
Summary 

Strains of fowl-plague or Newcastle disease viruses may be easily 
separated by examining the rate of discharge of certain dyes of the 
sulphonphthalein group when inoculated with each virus strain into the 
allantoic fluid of chick embryos. 
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Bicarbonate-Induced Synthesis of Polysaccharide 
During Morphogenesis by Synchronous, Single-Generations 
of Blastocladiella emersonii 


By 
E. C. CANTINO and A. GOLDSTEIN 


With 4 Figures in the text 
(Received December 5, 1960) 


In the aquatic fungus Blastocladiella emersonii, detailed studies have 
been made of some of the parameters associated with the major, alternate, 
developmental pathways which lead to thin-walled, ordinary-colorless 
(O.C.) plants, and brown thick-walled, resistant-sporangial (R.S.) plants 
(Cantino and Turran 1959; Cantino 1961a, 1961b); the latter are 
induced to form by the simple expedient of incorporating bicarbonate in 
the growth medium. Currently, the relation between this bicarbonate 
trigger mechanism and the point of no return in R.S. morphogenesis is 
being investigated with massive, synchronized, single-generation cultures 
(McCurpy and Cantino, 1960; Loverr and Cantino, 1960, 1961; 
Cantino and Lovett 1960; Cantino 1961a). The purpose of this report 
is: (a), to provide evidence for the existence of another, heretofore 
unrecognized, biosynthetic pathway in Blastocladiella which leads to the 
manufacture of an internal pool of a soluble ‘Blastocladiella poly- 
saccharide’ (BP); and (b), to show that the overall activity of this 
pathway, judging from the final, net synthesis of the end product, is 
much higher during the bicarbonate-dependent developmental path 
leading to R.S. plants than it is during the bicarbonate-independent 
developmental path leading to O.C. plants. At the same time, these 
results re-emphasize the utility of synchronous, single-generation cultures 
which have provided precise data on the comparative, in vivo rates of 
synthesis of BP in R.S. and O.C. plants. 


Methods 
a) The culture, harvest and homogenization of 0.C. plants 


Synchronous, single-generations of O.C. plants were grown according to Mc- 
Curpy and Cantino (1960). The px of the peptone-yeast-glucose (PYG) medium 
was increased slightly before autoclaving by addition of alkali; the px after auto- 
claving was 6.9, and bromcresol purple was not included in the medium since the 
final py in vigorously-aerated, single-generation cultures under these conditions 
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never dropped by more than 0.1 to 0.2 units from the starting level. Tn all cases, the 
temperature was 24°C, and the population density was maintained between 5 x 10’ 
and 108 plants/1500 ml; the generation time of an O.C. plant under these conditions 
is 13.5 to 14 hours. 

Plants were disintegrated (1 to 2 gm wet wt./8 ml water) in an ice bath with a 
glass homogenizer. After addition of prechilled trichloracetic acid (TCA; final 
concentration, 79/,), the mixture was incubated at 5°C for 4 hours and then centri- 
fuged (15000 x G, 5min., 2—5°C). The supernatant was mixed with ethanol 
(final conc., 48°/,), incubated at —18°C for one hour, and centrifuged at 1600 x G. 
The precipitate of the polysaccharide, BP, was washed with 50°/, ethanol and dried 
in a vacuum desicator. 


b) The culture, harvest and homogenization of RS. plants 


Synchronous, single-generations of R.S. plants were grown, harvested, and 
washed (and per-plant calculations made) as in previous experiments (LoveTT and 
Cantino 1960, 1961; Cantino and Lovert 1960). Plants were homogenized with 
glass beads in a Serval Omni-Mixer and then centrifuged (14500 x G, 5 min 
2—5°C) according to Loverr and Cantrno (1961). For initial isolation of the BP 
fraction, the supernatant was treated with alcohol as above, incubated at 2°C for 
several hours, and then centrifuged, washed, and dried as above for O.C. homo- 
genates. 

The alcohol-insoluble BP precipitate was further fractionated as follows: it was 
redissolved in 5°/, TCA, reprecipitated with 50°/, ethanol, redissolved in water, re- 
precipitated with 50°/, ethanol again, washed twice with absolute ethanol and once 
with ethyl ether, and then dried in a vacuum desicator. Such BP fractions assayed 
70 to 80°/, glucose. 


c) Further purification of the BP fraction 


The “crude” BP from O.C. and R.S8. plants, treated as described above in (b), 
was refluxed twice with 85°/, methanol (ca. 100ml methanol/500 mg BP for 
2 hours), and then twice again with absolute methanol in the same fashion. The BP 
was washed with ether and dried in a vacuum desicator; different preparations 
assayed between 85 and 90°/, glucose. 


d) Analytical procedures 


BP was hydrolyzed with 0.6 N HCl (Hasstp and ABRAHAM 1957) in a steam 
bath; two hours was sufficient for maximum yields of monosaccharide. To test for 
the presence of fructosan-like materials, BP was hydrolyzed with 0.1 N oxalic acid 
for 45 minutes at 70°C according to LarpLaw and Rem (see pg 147 in WHELAN 
1955); the hydrolysate was neutralized with CaCO,, treated with both Dowex 2 and 
Dowex 50, and analyzed for fructose with the resorcinol reagent [method of McRary 
and SLATTERY, as outlined by WHELAN (pg 186—187) 1955]. Attempts to detect 
certain alkali-labile components were made by digestion of BP in 1N KOH (100°C, 
one to 5 hours), followed by acidification and distillation for volatile acids such as 
acetic acid. 

Total nitrogen was determined by wet combustion with sulfuric acid and hydrogen 
peroxide (UMBREIT et al. 1957) and subsequent Nesslerization. Osazones were 
prepared according to Hasstp and McCrmapy (1942). Chromatographic separations 
were made on unwashed Whatman 1-paper, using the ethyl acetate-pyridine-water- 
acetic acid (5:5:3:1) solvent of Fiscuer and Dorren (see Grn and McCrEapy 
1957), a n-butanol-ethanol (95°/,)-water (52:32:16) single-phase system (see 
Purman 1957), propanol-ammonium hydroxide-water (6:3:1), and the top phase of 
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the two-phase system, n-butanol-ethanol (95°/,)-water (4:1:5). Sprays used were a 
conventional, ammoniacal silver nitrate solution, the aniline and basic lead acetate 
dips and the ferric-chloride-hydroxylamine spray of Gun and McCrrapy (1957), 
and 3°/, p-anisidine-HCl in n-butanol. 

Glucose was determined with the glucose oxidase reagent (“Glucostat”) of 
Worthington Biochem. Corp., Freehold, N. J. End-group determinations by 
periodate oxidation were made according to Hassm and ABrawam (1957). The 
f-amylase (Nutritional Biochem. Corp. Cleveland, Ohio) hydrolysis of BP was 
carried out by modification (see details in Fig.1) of BeRNFELD’s procedure (1955); 
the 3, 5-dinitrosalicylic acid-Rochelle salt reagent was used for the maltose de- 
termination. Digestions of BP with cellulase and f-glucosidase (both Nutritional 
Biochem. Corp) were made at 30°C (0 to 90 minutes, px 5.6 and 6.9, respectively) ; 
an amylase-type contaminant in the former was taken into account in the calculations. 


Experimental Results 


a) General properties of BP 


The BP isolated from TCA extracts of the O.C. plants of B. emersonii 
generally contains ca. 75°/, 0.6 N HCl-hydrolyzable glucose, whether or 
not it is assayed directly after its first isolation by alcohol precipitation, 
or washed and reprecipitated several times before analyses. Defatting the 
latter with methanol, however (see Methods), yields a product which 
generally assays ca. 90°/, glucose after acid hydrolysis. Furthermore, no 
other oligosaccharides are detectable by paper chromatography of the 
acid hydrolysates in the various solvent systems used (see Methods), 
nor are amino sugars or acetylated sugars found. Thus, BP appears to 
consist almost completely (if not exclusively) of a glucose polymer, par- 
ticularly if it is assumed that a small loss (3 —5°/,) of glucose results upon 
acid hydrolysis (see DIMLER et al. 1954). 

The brownish-red color produced by mixing undegraded BP with tri- 
iodide suggested a highly-branched polysaccharide; thus, it seemed 
likely that only a small portion of BP would be susceptible to the action 


Table 1. Characteristics of Blastocladiella polysaccharide (BP) 


Color, solubility: White powder, soluble in water (with opalescence), 5°/) TCA, dilute 
mineral acids; insoluble in 48°/, ethanol. 
Iodine (tri-iodide) reaction: Brownish-red. 
Composition: 
Alkali-lability (hydrolysis with IN KOH, 100°C, 2—5 hours); no sugars 
detectable. 
Cellulase-and f-glucosidase-lability ; no sugars detectable. 
Fructosan content (0.1 N oxalic acid hydrolysis, 75°C, 45min); less than 1°/. 
Acid-lability (hydrolysis with 0.6 N HCl, 100°C, 2 hours); ca. 90°/) converted 
to glucose. No other sugars, aminosugars, acetylated sugars, uronic acids, and 
uronic acid lactones detectable. 
f-amylase-lability ; 11°/, converted to maltose. 
End-group analysis (periodate oxidation); yields average chain length of 
8—9 glucose units. 


% EP converted to maltose 
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of B-amylase. The data reveal that this is so; a typical hydrolysis curve is 
shown in Fig. 1. Only 11°/, of the BP is converted to maltose by 6-amylase. 


Furthermore, end-group  an- aS 
2 
S £00 


alyses by periodate oxidation 
yield an average chain length for 
BP of only 8—9 glucose units. 

The small quantities of BP 
so far available have prevented 
further, more elaborate analyses ; 
however, the data (Table 1) 
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8 
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Fig.1. The per-cent conversion of BP to maltose by f-amylase. Reaction mixtures contained 3.0 ml 
BP solution (45.1. mg/10 ml), 0,3 ml 0.2 M phosphate, pr 6.9, and 1.0ml f-amylase solution 
(30 mg/10 ml); Temp., 30°C. Samples were removed at times indicated and analyzed for maltose 
with the 38, 5-dinitrosalicylic acid-Rochelle salts reagent (see Methods); all data corrected with 
appropriate reagent and incubation blanks, and corrected with hydration factor of 93°/) 


Fig.2. Net accumulation and subsequent disappearance of the internal pool of BP-glucose in syn- 
chronous, single-generation cultures of R.S. and O.C. plants on bicarbonate and non-bicarbonate 
media, respectively, at 24° C. Data are compared on specific activity (i.e., per unit soluble protein), 
dry weight, and per-plant bases (see Methods for further details) 
The final point on the three graphs corresponding to ‘‘100°/) generation time” represent calculated 
values; they are based upon (a), the experimentally determined values for spores, and (b), the fact 
that the protoplast of mature R.S. plant is finally converted completely into spores once again. Thus, 
the calculated values for both the ‘“‘per protein” and “‘per plant’’ graphs are accurately predictable for 
amature R.S. plant about to discharge spores; those for the “per dry weight” graphs are only 
approximately correct (because of the necessary corrections for the weight of the R.S. wall) 


suggest that BP is a highly-branched, glycogen-like, glucose polymer con- 
taining about 11°/) short chains with an average of 8 —9 glucose units each. 


b) Bicarbonate-induced BP synthesis 
during ontogeny of RS. plants 
The striking effect of bicarbonate on BP synthesis is evident in Fig. 2 
(center), where the BP content per unit weight of an R.S. plant is 
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compared with that of an O.C. plant at different stages in their generation 
times. The maximum quantity accumulated in the bicarbonate-induced 
R.S. plant is ca. two times greater (and the increase above the spore level, 
ca. three times greater) than that finally produced by an O.C. plant. The 
actual point in ontogeny at which maximum accumulation of BP occurs 
can only be specified in terms of some arbitrary parameter (i.e., chrono- 
logic time, generation time, other indices of ‘“‘physiological age’, etc.); it 
can be most meaningfully interpreted, in this case, as 57°/, of the genera- 
tion time (Fig. 2, top and bottom; see Loverr and Cantino 1960, and 
CantTINO 1961a, for a discussion of relationships among per-plant-, per- 
protein-, and per-dry weight-data in Blastocladiella). 


c) Comparative rates of BP synthesis 
in RS. plants and O.C. plants 


The linear log plots (Fig. 3) of the quantity of BP accumulated per 
plant during ontogeny reveal that accumulation of the internal BP pool is 
exponential during the growth of both O.C. and R.S. plants; i.e., net 
synthesis of BP occurs from the start of the generation time, when the 
spore retracts its flagellum, germinates, and begins development. Thus, 
for example, formation of BP contrasts sharply with synthesis of 
isocitritase ; the latter is not manufactured during the early stages in the 
growth of an O.C. plant, but it is synthesized exponentially from the 
start during the bicarbonate-induced genesis of an R.S. plant (McCurpDy 
and Cantino 1960; Cantino 1961a). On the other hand, immediate, 
exponential synthesis of BP is not dependent upon the presence of bi- 
carbonate for it occurs during both the bicarbonate-dependent (i.e., R. 8.) 
and. bicarbonate-independent (i.e., O.C.) developmental pathways. 


For purposes of interpretation, it should be noted: (a), that the rate of 
synthesis of BP by an R.S. plant is much greater than that of an O.C. 
plant if ‘‘generation time” (i.e., a sort of physiological age) is selected as 
the horizontal parameter (Fig. 3, left); but (b), the rate of synthesis of BP 
by R.S. and O.C. plants is essentially the same if “time” (i.e., chronologi- 
cal age) is selected as the horizontal parameter (Fig. 3, right). Thisis due 
to the fact that, under these conditions, the generation time of an O.C. 
plant is 13.5 to 14.0 hours, while that of an R.S. plant is 84 hours. Since 
the growth rate (log dry weight/unit time during the exponential growth 
phase) of an R.S. plant is 46°/, of that of an O.C. plant (CANTINO and 
Lovett 1960), the rate of synthesis of BP by Blastocladiella is perhaps best 
expressed as the rate of synthesis of BP/rate of synthesis of total dry 
weight. On this basis, it can be calculated that: 


1.78 


( rate of synthesis of BP 


i) rate of synthesis of BP 
rate of synthesis of dry wt. R. 8. 0.C. 


rate of synthesis of dry wt. 


48 E. C. Cantrno and A. GOLDSTEIN: 


Thus, from the data delineated in Fig. 2 and 3, and the foregoing discus- 
sion, it must be concluded that in the process of inducing morphogenesis 
of an R.S. plant (instead of an O.C. plant): (a), bicarbonate brings about 
a ca. 2-fold increase in the rate of exponential synthesis of BP; and (b), it 
causes a 3-fold increase in the final, maximum pool of BP which accumu- 
lates within the plant. 


Log wg GP-g/ucose/plont 


G 5 30 700 0 
% Generation time of RS. and OC. plants, 2¥°C Hours of growth; 24 °C 
Fig.3. Log plots of the data in Fig. 2 illustrating the exponential synthesis (i.e., net accumulation) of 


the internal BP-pool (as BP-glucose) per plant. Left: data related to the generation times of R.S, 
and O.C. plants at 24°C; Right: data related to the absolute time periods of growth at 24° C 


Discussion 

The foregoing experiments have established that, coincident with the 
bicarbonate-induced genesis of an R.S. plant (as compared with the for- 
mation of an O.C. plant which occurs when bicarbonate is not provided), 
bicarbonate induces: (a), an increase in the rate of (net) synthesis of a 
Blastocladiella polysaccharide, BP, early in ontogeny; and (b), accumula- 
tion of a larger, total pool of BP per unit wt. of organism. A consideration 
of previously published data about morphogenesis in B. emersonii permits 


several important correlations with these facts about BP, and an inter- 
pretation thereof. 


a) The first phase (0—57°|,) of the generation time 
of an R.S. plant 
On a per-plant basis: 
1. The rapid, net accumulation of BP per plant corresponds to the 
period (Cantino and Lovrrr 1960) of rapid glucose consumption from 
the medium without detectable production of lactic acid. Furthermore, 
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accumulation of BP per plant ceases at the same time (i.e., 57°/, of the 
generation time; CanTINo and Lovett 1960) that glucose consumption 
comes to a halt. 


2. The maximum rate of accumulation of BP per plant occurs at a ca. 
40 —45°/, of the generation time; it is just at this time (i.e., 43°/, of the 
generation time; Cantino and Loverr 1960) that an R.S. plant displays 
maximum capacity for assimilation of glucose. 


3. The potential capacity of R.S. plants (i.e., by transferring them 
from the growth medium to phosphate buffer) for endogenous lactic acid 
production, and lactic acid production per unit of glucose consumed (i.e., 
in phosphate plus glucose) also peak at 43°/, of the generation time; then, 
such activity drops again to a low level at 57°/, of the generation time 
(CantTINo and Loverrt 1960), the point at which accumulation of BP per 
plant ceases. But, during the active growth of an R.S. plant in bicarbonate 
medium, the expression of this potential capacity for lactic acid produc- 
tion is completely abolished, and no lactic acid is liberated into the 
medium. 


On a per-dry weight basis: 

4, The maximum, net accumulation of BP per unit weight of an R.S. 
plant peaks at 43°/, of the generation time; on this same, weight basis, the 
potential capacity of an R.S. plant for endogenous production of lactic 
acid also peaks at 43°/, of the generation time (CANTINO and Lovert, 
1960). But once again, during the active growth of such a plant on the 
bicarbonate medium, this capacity for lactic acid production is completely 
abolished. 


b) The last phase (57—100°/,) of the generation time 
of an RS. plant 


During this second stage in development of an R.S. plant on bi- 
carbonate medium, certain pronounced shifts occur: 


1. The amount of BP accumulated per plant begins to decrease again 
starting at 57°/, of the generation time. It is just at this stage during 
development of an R.S. plant (Cantrvo and Lovert 1960) that (a), the 
potential capacity for lactic acid production rises once again, and (b), 
actual production of lactic acid does, indeed, occur; it becomes detectable 
in the growth medium at 57°/, of the generation time, and then accumu- 
lates rapidly until the R.S. plant is mature. It is noteworthy that, by 
57°/, of the generation time, the only other carbohydrate polymer 
(chitin) known to occur in Blastocladiella has reached near-maximum 
levels (Loverr and Canrrno 1960); thus it is unlikely that any appre- 
ciable amount of the pool of BP-glucose is used for chitin synthesis. 
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2.The combined quantities of lactic acid which finally accumulate in 
the growth medium and within the mature plants (see footnote? for 
calculation) are almost equivalent, on a molar basis, to the quantity of 
BP-glucose which disappears from within R.S. plants between 57°/) of 
the generation time and maturity. 

3. During this period, the specific activity of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase rises sharply (Lovert and CanTrINo 1960); this is the only 
enzyme studied so far which displays an increase in activity during the 
last phase of the ontogeny of an R.S. plant. 


In conclusion: 
1. During the first half of its generation time, a developing R.S. plant 
has the capacity for producing lactic acid, both from endogenous reserves 


1 The following calculations are derived from data in CANTINO and Lovert (1960), 
and this report. 
The first phase (0O—57°/,) of the generation time of an R. S. plant: 


ts Plants/liter‘ot medium. 7...) beeen ee oo) 02 
2. Glucose consumed/liter of medium ............ 3.6 x 10® nM 
3. Lactic acid liberated/liter of medium ...:- +... ... - 0.0 uM. 
4, Maximum internal pool of lactic acid accumulated within plants/ 

liter ofsmedinin s.5-55 se ole RN tl Re ee ee i 0.056 x 10° uM 


5. Maximum internal pool of BP-glucose accumulated/liter of 
medium 
(0.82 x 10-3 wM/plant) x (7.99 x 10° plants/liter). ..... 0.65 x 10% uM 


Thus, up to 57°/, of the generation time of an R. S. plant: 

(a) No more than 18°/, of the net glucose consumed could have been converted to 
BP-glucose. 

(b) A minimum of 78°/, of the glucose consumed was metabolized by alternate 
pathways, less than 9°/, of it being converted to internal lactic acid (and none 
of which escaped into the medium). 


The last phase (67—100°/,) of the generation time of an R. S. plant: 


1. Internal pool of BP-glucose/spore. . ....:....4.4.. 0.328 x 10-"uM 
2. Ave. number of spores produced/R.S. plant (in plate cultures; 
CASTTUNO: anid. FLY ATW 1 O53) ae hte meal vnys tecrr ails eed edie ne 5350 


3. Ave. number of spores produced/R.S. plant in synchronous cul- 
ture 5350 x 1.21 (factor for larger size of R.S. plants under 


thése conditions): <7*,.*AUk fe Serene st ee ees a Te 6480 
4. Number of spores in total R.S. plants/liter of medium 
(7.80, SX 302): (O480) coalta che Gate Guid SoM nt eke 51.8 x 108 
5. Final internal pool of BP-glucose in mature R. 8. plants/liter 
mentum (O20. LU) Oe (Ole tte on se oe es ee 0.17 x 10° uM 
6. BP-glucose lost between 57°/, and 100°/, of generation time/liter 
ofimedium)(0:65550.10#), fessi(O'1 Tee 0°) ene ce. ee ee 0.48 « 10% uM 
7. Lactic acid produced/liter of medium ........... 0.35 x 10° uM 


8. Lactic acid pool within mature R.S. plants/liter of medium . 0.07 x 108 4M 
9. Total lactic acid produced (7 plus 8, above)/liter of medium . 0.42 « 10° uM 
Thus, between 57°/) and 100°/, of the generation time, about 
0.9 uM lactic acid was produced per 1.0 uM BP-glucose consumed. 
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and from glucose consumed (Cantino and Loverr 1960). But actually, 
during its growth in a bicarbonate medium, it does not produce lactic 
acid. Instead, the period of rapid glucose uptake in ontogeny is associated 
with rapid synthesis of a glucose polymer. Since enzymes which degrade 
BP are demonstrable in cell-free extracts of B. emersonii (unpublished), 
the bicarbonate trigger mechanism which induces R.S. morphogenesis 
must involve an overall metabolic shift such that (a), the capacity for 


Glucose Synthesis Poly sac- Degradation Vache 
of char/ ie (Via glucose -6- acid 
Vz soo Lactic acid phos. dehydrog.) 
aaannn RSENS ee 
2 
aX 


Fig.4. A schematic interpretation of the shifts in glucose metabolism which occur during the 
bicarbonate-induced developmental pathway leading to an R.S. plant 


glucose dissimilation to lactic acid does not express itself, while (b), the 
capacity for glucose polymerization to polysaccharide does (Fig.4). 

(2). During the second half of its generation time, a maturing R.S. 
plant again displays a potential capacity to produce lactic acid from 
glucose consumed (Cantino and Loverr 1960). But now, in sharp con- 
trast to the events described above for the first phase in ontogeny, lactic 
acid is, in fact, produced during growth in a bicarbonate medium — even 
though glucose is no longer being consumed from the medium! Instead, 
the internal pool of polysaccharide is consumed again during this last, 
developmental period; in the process, about one mole of lactic acid is 
produced per mole of BP-glucose disappearing from the plant. During 
this time in ontogeny, there is a rapid rise in the pool of glucose-6- 
phosphate dehydrogenase in Blastocladiella (LoveTT and CANntTINO 1960; 
Cantino and Loverr 1960). Therefore, during the last half of R.S; 
morphogenesis, the bicarbonate trigger mechanism must involve a 
second, overall metabolic shift (Fig.4) such that the capacity of an R.S. 
plant for metabolism of glucose to lactic acid does express itself (appa- 
rently by conversion of BP-glucose to lactic acid); it is possible that an 
associated, sudden rise in the hexose monophosphate shunt is involved in 
the metabolism of “maturation” in an R.S. plant. 


Summary 
Relative to the formation of an ordinary colorless plant of Blasto- 
cladiella emersonii (which does not require bicarbonate for its formation), 


the bicarbonate-induced genesis of a resistant-sporangial plant (R.S.) is 
4* 
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associated with: (a), a two-fold increase in the rate of exponential, net 
synthesis of an endogenous, apparently highly branched, glycogen-like 
polysaccharide; and (b), a three-fold increase in the total pool of this 
polysaccharide built up within the plant. 

The polysaccharide accumulates during the early development of an 
R.S. plant in synchronous, single-generation culture when glucose is being 
consumed rapidly from the medium without detectable production of 
lactic acid. 

The accumulated polysaccharide pool disappears again during the 
“maturation” period of a resistant-sporangial plant, when glucose is no 
longer being consumed from the medium. During this time, (a), approxi- 
mately one mole of lactic acid is liberated per mole of polysaccharide- 
glucose consumed; and (b), the specific activity of glucose-6-phosphate 
dehydrogenase rises sharply. These observations are consistent with the 
possibility that the final “maturation” of the resistant sporangium is 
associated with an increase in glucose metabolism via the hexose mono- 
phosphate shunt. 


We are grateful to J. 8. Loverr and E. A. Horenstern for their help during 
our studies. Our work was supported, in part, by research grants from the National 
Institutes of Health and the National Science Foundation. 
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Effect of CO, on the Germination of Conidiospores 
of Aspergillus niger* 


By 
J. R. VAKIL, M. R. RAGHAVENDRA RAO and P. K. BHATTACHARYYA 


(Eingegangen am 17. Dezember 1960) 


Ever since the heterotrophic fixation of CO, by the propionic acid 
bacteria was reported (Woop and WERKMAN 1935), it has been increa- 
singly recognized that CO, plays a very significant role in heterotrophic 
cell growth and metabolism (Foster 1949; Woop 1946). It has been 
reported that there is little CO, produced during citric acid fermentation 
even when there is nearly complete conversion of carbohydrate to citric 
acid (ZHURAVSKI 1939). Citric acid yields amounting almost to the 
theoretical maximum (of 122°/, of citric acid monohydrate from sucrose) 
have been obtained after making due allowance for the carbon assimilated 
into the mycelium (Vaxkru 1958). These results indicate that most of the 
metabolic CO, is utilized for citrate formation. 

There are very few reports on the effect of CO, on the growth of 
Aspergillus niger and citric acid fermentation. Ripprt and BortTELs 
(1927) reported that the swelling and the sprouting of the spores were 
completely inhibited by passing CO,-free air into the culture flasks. 
Hence they concluded that CO, should be regarded not merely as an 
excretion product but necessary for growth. Previous communications 
from this Laboratory (DamMoDARAN et al. 1956, BHarracHaRyya and 
VaxiL 1957) have demonstrated that there is extensive fixation of CO, 
during citric fermentation and that a 0.1 to 0.5°/, concentration of CO, 
has a markedly beneficial effect on the growth of, and acid production 
by Asp. niger. In an extensive series of experiments on the biochemical 
changes during germination, Yanacira (1957) reported that 80°/, of the 
spores swelled in 6 hours at a CO,-concentration of 0,1°/) compared with 
50°/, in controls in air. 

The experiments reported here pertain to the surface culture of 
Asp. niger and describe the effect of various concentrations of CO, and 
spores on germination. One factor of uncertainty in YaNacira’s experi- 
ments is the concentration and quantity of carbon dioxide formed by 
the metabolism of the spores at the high spore concentration used 


* Communication No. 431. 
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(7 - 108/ml). This has been obviated in two ways—by using a low density 
of spores (1000—2000/ml) and by using buffer mixtures (PARDEE, 1949) 
which maintain a constant tension of COs. 


Materials and Methods 


Asp. niger, strain A5, obtained from the National Collection of Industrial 
Microorganisms (India) N. C. L., Poona, was grown on potato-sucrose agar slants 
for 7 days at 28° C; the dry spores were collected and stored aseptically at 0° C. 
until required. Parprx’s buffer mixtures were used to maintain constant CO, 
tensions inside the containers (desiccator without desiccant). Commercial di- 
ethanolamine has to be pretreated before use in PARDEE’s buffers. 1000 ml of a 
60°/, solution were stirred vigorously with 10 g decolorizing carbon for 30 min, 
left overnight at room temperature, centrifuged, filtered and used as such. Without 
this treatment there was almost complete inhibition of spore germination. 100 ml 
of Parprr’s buffer were poured into the containers and left for 24 hours for equili- 
bration before use. 0.05 ml of the modified double-strength CURRIz’s medium! and 
0.05 ml of a 0.01°/, solution of polyvinyl alcohol containing an appropriate number 
of spores were added to each depression of the slides. These slides were placed in a 
stainless steel frame which was then kept inside the containers. 

The slides were removed at different intervals of time, fixed with 0.1 ml of 
lactophenol and examined. A total of at least 200 spores were counted for each 
reading. At each time interval, three slides (each having two depressions) were 
counted and, on an average, six readings were recorded. From these values the 
average percentage of germinated spores was calculated. The high density spore 
suspensions were diluted before counting. 


Experimental Results 
Effect of different concentrations of CO, 


The results of experiments on the effect of different concentrations 
of CO, on spore germination at a spore-density of 10° per ml are given 
in Table 1. 

A concentration of 0.5°/, is optimal for germination; 90°/, of the 
spores germinate at 6 hours with 0.5°/, CO,. A concentration of CO, 
greater than 0.7°/, exerts an inhibitory effect and at 3°/, CO, there is a 
complete inhibition of germination. The CO, concentrations were not 
estimated but were obtained from ParpzEx’s data (1949). The buffer 
mixture (maintaining ca. 0.5°/, CO, concentrations) was used in all other 
experiments. 


Effect of different spore concentrations and of CO, 


Growth and fermentation normally do not proceed satisfactorily 
at low spore densities as above, i.e., 1 - 10% per ml. A spore density of 
5+ 10° to 50+ 10° spores/ml of medium promotes good growth and citric 


* Composition of CurRrE’s medium (per 100 ml): sucrose (commercial) 12 g; 
NH,NO;, 0.2 g; MgSO,- 7H,0, 0.02 g; KH,PO,, 0.1 g; ZnSO,- 7H,0, 0.05 mg; 
final py 1.8. The iron content as (Fe) was 20—40 ug/100 ml. The medium was 
sterilized by steaming for 30 min. 
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acid production (80—90°/, of the total available sugar; unpublished 
data). Hence the effect of CO, (0.5°/,) on germination at different spore 
densities was studied. The results obtained are tabulated in Table 2. 

It is very clear that CO, exerts a very marked beneficial effect on the 
germination of the conidiospores of Asp. niger. This beneficial effect is 


Table 1. Hffect of different concentrations of CO, on spore germination 


Concentration of CO, (9/5) 


0.4 | 0.5 | 0.7 | 1.0 2.0 | 3.0 

3 8 22 35 32 {galuiyyag 0 
6 16 66 91 86 47 iwi (0) 
9 31 91 99 97 59 30 0 
12 41 99 _ — 15 41 4 


1 Figures in the table represent the percentage germination of spores. 
2 Water or diethanolamine controls yield very similar results. Hence in all 
subsequent experiments only water has been used. 


Table 2. Effect of CO, and of the spore density on germination! 


Spore density/ml of final medium 


Hours of incubation 1-10° 1-104 iho wlll: 5-105 3-105 15-108 50 - 10° 
Air CO, | Air CO, | Air CO, | Air CO, | Air CO, | Air CO, |} Air CO, 


3 SROONE TOROS He ROM SO Oe 20 wees <6 011 oy) 
6 LOR OI ie Soe oeiial LoOG | Loe 29s .12 200 125 20 
9 30 99 | 24 93 | 23 87 | 24 75 | 27 55 | 27 50} 19 31 
12 40 100 | 38 98 | 38 94 | 35 90 | 34 86 | 36 75 | 30 50 


1 Figures represent the percentage germination of spores. 


very marked even at the end of 3 hours in the low-density spore sus- 
pensions, and there is practically 100°/, germination at the end of 
8—9 hours., However, this effect on spore germination is much less 
obvious at spore concentrations higher than 5-10°/ml. On the other 
hand the spore-density seems to have no significant effect on germination 
percentages in the controls. There was a marked stimulation by 0.5°/, 
CO, of mycelial growth and acid production in small-scale short-term 
experiments (5 ml of medium and 3 days) whereas no stimulation by 
CO, was observed in long-term experiments using large volumes of 
medium in flasks, beakers, or large pans (unpublished results). 


Effect of py and bicarbonate 
When these experiments are conducted at pq values above 5, at 
which the bicarbonate concentrations are considerable, the CO, effect is 


much less as seen from Table 3. 
This effect may be taken to indicate that for this strain free CO, 
rather than bicarbonate ions are beneficial. When germination is carried 
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out in the complete absence of external CO,, by including 100 ml of 
10°/, NaOH in the container, germination is not initiated for nearly 
12 hours, after which the requirement for CO, is probably met by CO, 
produced by endogenous metabolism. 


Table 3. Effect of py on the germination of spores of A. niger? 


Hours of incubation 


ye 3 6 9 12 15 18 21 24 
Air 9 17 31 42 50 57 74 98 
1,8 | 0.59/,CO,. | 36° rot | 168 100) |.) et etna 
10°/, NaOH 0 0 0 1 5 21 63 — 
Air 10 18 By? 48 66 83 94 100 
6,8 | 0.5°/, CO, 10-| Sebo BS od o90 440k) 0d, Meee 
107/,NaoH | 0 | 0 | 0 | 8 | 22 | 77 | 99 | — 


1 Figures represent percentage germination of spores. 


Discussion 


The significance of the beneficial effect of CO, is not clear. It is 
possible that, during the early stages of germination, the concentration 
of CO, necessary for the synthesis of vital cellular constituents like C, 
and C; dicarboxylic acids (and hence the aminoacids, purines, and 
pyrimidines) is limiting because of the low metabolic activity of the 
spores. This beneficial effect disappears at higher concentrations of CO, 
presumably due to the toxicity of the gas, although in Blastocladiella 
emersoniti (WARD 1959) and in Hydra (Loomis 1959) a concentration 
up to 5°/, CO, is stimulatory. Brown (1952) found that the growth of 
Botrytis cinerea is inhibited in water by CO, concentrations of 20°/, and 
above, whereas in nutrient broth a similar inhibitory effect was noticed 
only at a CO, concentration of 50°/, or higher. These results indicate 
that the effect of CO, depends upon the medium, the organism, and even 
the strain. 

When experiments are conducted at py values above 5, it is difficult 
to ascertain whether CO, or bicarbonate ion is the effective agent. Bi- 
carbonate ions have been reported not to penetrate into certain cells 
(RaBrnowiron 1945, Jacguzs and OstERHOUT 1930). It is clear that for 
the strain used in our experiments free CO, rather than bicarbonate ion 
is beneficial for spore germination. 

The spore concentration is also important. Diminution in the spore 
germination rate with increase in spore density may be attributable to 
unknown association effects, or merely to physical factors, such as the 
greater rate of CO, utilization and its slower diffusion into the medium 
or from the environment into the spores. Besides the spore density, the 
strain differences are also important. With a spore density of 7 - 108/ml, 
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the percentage of spores germinated was 23 at 0.5°/, CO, concentration 
at the end of 6 hours (unpublished results: also by extrapolation from 
results in Table 3). Under the same conditions, Yanaarra (1957) reports 
that 60°/, spores germinate at the end of 6 hours. This difference between 
the results reported here and those of Yanaaira is to be attributed to 
strain differences. The strain used by Yanacrra differs from that used 
in these experiments in other respects also. It germinates best at py 6.2, 
does not germinate in the absence of L-proline or L-alanine in the medium, 
and requires other factors besides the above for mycelial growth. Hence, 
in addition to spore density, the strain differences are also important for 
an assessment of the importance of CO, for germination. 


Summary 


The effect of different concentrations of CO, on the germination of 
conidiospores of Aspergillus niger A 5 has been studied using PARDEE’S 
buffer mixtures which maintain constant CO, tensions. The beneficial 
effect of CO, on germination is maximum at 0.5°/, CO, concentration, 
when 70—90°/, of the spores germinate within 6 hours, whereas in 
controls with air containing 0.03°/, CO, there is only 15—20°/, germina- 
tion at 6 hours. At higher CO, concentrations this beneficial effect of 
CO, on germination diminishes and at 3°/, there is a complete inhibition 
of spore germination. 

The spore density and the px of the medium have a noticeable effect 
on germination rates in presence of 0.5°/, CO,. The germination rates 
decrease at spore densities higher than 5 - 10°/ml and at a pg of 6.8. 


Acknowledgment. We wish to thank Dr. V. JAGANNATHAN for his interest 
in these investigations. 
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Aus dem Institut fiir Garungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6ln 


Zum enzymatischen Umsatz von C,-Sauren 
durch Mikroorganismen 


I. Mitteilung 


Uber Glyoxylat-transaminasen aus Schimmelpilzen, 
insbesondere Aspergillus niger 


Von 
WILHELM FRANKE, GERD JILGE und GISELA EICHHORN* 


> Mit 9 Textabbildungen 
(Hingegangen am 24. Dezember 1960) 


Bildung und Umsatz von C,-Sauren (Glykolsdure, Glyoxylsaure, 
Oxalsaéure) durch Mikroorganismen hat in den letzten Jahren erhdéhtes 
Interesse gefunden. In erster Linie ist hier die Spaltung von Isocitronen- 
siure in Glyoxylsdiure + Bernsteinséiure durch die Isocitritase von 
Bakterien (CAMPBELL, SmiTH u. Haauns 1953; Saz 1954; Saz u. HILLARY 
1956; Smirn u. Gunsaus 1954, 1955; Wone u. Ast 1955) und Schim- 
melpilzen (Oxtson 1954, 1959) zu erwihnen sowie die Bildung von 
Apfelsiiure aus Glyoxylsiure + Acetyl-Coenzym A durch die Malat- 
synthease von Bakterien (WoNnG u. Aut 1956; KorRNBERG u. MADSEN 
1957); beide Reaktionen zusammen erméglichen den Ablauf eines gegen- 
iiber dem ,,klassischen“ modifizierten Tricarbonsiure-Cyclus (KORNBERG 
u. Kress 1957). Eine Autokondensation von Glyoxylsiure zu Hy- 
droxybrenztraubenséiure unter CO,-Abspaltung ist in Extrakten von 
Esch. coli nachgewiesen (KRAKOW u. BARKULIS 1956). 

In unserem Laboratorium wurde in Schimmelpilz-Extrakten ver- 
breitet eine Glykolat-dehydrogenase aufgefunden (FRANKE u. 
Scuuiz 1956) und im gleichen Material eine anaerobe Dismutation 
von Glyoxylsiure zu Glykolsiure + Oxalsiure festgestellt (FRANKE 
u. Dr Borr 1959). Einige gegen Ende der letzteren Untersuchung aus- 
gefiihrte aerobe Versuche hatten indes das iiberraschende Ergebnis ge- 
zeitigt, daB trotz sehr geringer Sauerstoffaufnahme jetzt die Dismuta- 
tionsprodukte einschlieBlich geringer Mengen der weiteren Oxydations- 
produkte Ameisensiure und CO, nur mehr ein Viertel bis ein Drittel 
des Glyoxylatschwunds ausmachten. Die als Enzymmaterial verwen- 
deten Rohextrakte aus Aspergillus niger schienen eine Veranderung der 


* Herrn Professor Dr. H. Fink zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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Art erfahren zu haben, da8 sie Glyoxylat in der Hauptsache nun anders 
als dismutierend umsetzten. Einen ersten Hinweis auf eine mogliche 
Reaktion hatten orientierende Versuche pz Bozrs (Dissertation 1957) 
ergeben, in denen von verschiedenen Zusatzen (Acetat, Succinat, 
Glutaminat, Glutamin) zu aeroben Glyoxylatansatzen nur Glutaminat 
die Glyoxylatabnahme stark erhéhte, was auf eine Transaminierung 
hindeutete. 

Als die Untersuchungen nach laingerer Unterbrechung! zu Anfang 
1959 wieder aufgenommen wurden, zeigte sich, daB auch unter anaero- 
ben Bedingungen bei einem gegeniiber friiher nicht nur erhaltenen, 
sondern sogar betrachtlich gesteigerten Glyoxylatumsatz die Dis- 
mutation zu einer unbedeutenden Nebenreaktion geworden war. Um 
die gleiche Zeit wurden wir auf eine soeben im Druck erschienene, im 
Lynenschen Institut ausgefiihrte Dissertation von DiruMann (1957) 
aufmerksam gemacht?, die ,,Versuche zur biologischen Bildung von 
Oxalsiure und Beschreibung einer Glyoxylat-Alanin-transaminase in 
Asp. niger“ enthielt. Eine Wiederholung dieser Versuche mit abgeander- 
ter Methodik ergab, daB Transaminierung von Glyoxylsdure sowohl mit 
Alanin als auch mit Glutamin- und Asparaginsaure erfolgte und da8 die 
Reaktion mit extrakteigener Glutaminsaure eine der Hauptursachen 
des bisher nicht geklarten Glyoxylatschwunds in unseren Rohextrakten 
war. Da unsere Enzymlésungen infolge der besonderen Bedingungen der 
Pilzziichtung wesentlich aktiver waren als diejenigen DILLMANNs und 
da iiber Glyoxylat-transaminasen bisher tiberhaupt nur spdarliche Li- 
teraturangaben fiir tierisches (MarpAscHEW u. SEemiInA 1950, NakapDA 
u. WeEINHOUSE 1953) und pflanzliches Material (Wizson, KiNG u. 
Burris 1954) sowie eine Pseudomonas-Art (CAMPBELL 1956) vorlagen, 
haben wir das Studium der entsprechenden Schimmelpilz-Enzyme auf 
breiterer Basis aufgenommen und zum Vergleich auch die linger be- 
kannte Pyruvat-Glutaminat-transaminase in die Untersuchung ein- 


bezogen. 
Methodik 


I. Pilzmaterial 


Die groBe Mehrzahl der folgenden Versuche wurde mit einem Asp. niger-Stamm 
(Nr. 315 der Institutssammlung), der auch in der Untersuchung von FRANKE u. 
pE Bomr (1959) vorzugsweise verwendet worden war, ausgefiihrt. Wo sich im 
Versuchsteil keine naheren Angaben iiber das verwendete Pilzmaterial finden, 
wurde mit diesem Stamm gearbeitet. Zu einigen Vergleichsversuchen tiber Trans- 
aminase-Verbreitung und -Aktivitét in verschiedenen Pilzen dienten folgende 
Stamme: 

Mucor racemosus (194) Pen. glaucum (406) 
Rhizopus nigricans (212) Pen. chrysogenum (425) 


1 Durch das Ableben Dr. DE Boers bedingt. 
2 Herrn Dr. A. Dirtmany, Miinchen, sind wir hierfiir zu Dank verbunden. 
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Cunninghamella elegans (236) Botrytis cinerea (583) 
Asp. niger (var. gluconica) (363) Alternaria tenuis (628) 
Asp. fumigatus (354) Fusarium niveum (666) 


Asp. oryzae (335) 


II. Pilzziichtung und Enzymgewinnung 


Als Nahrmedium wurde in den meisten Fallen eine auf py 5,5—6,0 eingestellte 
modifizierte Czapek-Dox-Lésung verwendet, die im Liter enthielt: 2,0 g NaNO,; 
1,0 g KH,PO,; 0,5 g krist. MgSO,; 0,25 g KCl; 0,025 g krist. FeSO,; 17 g Rohr- 
zucker; 44g Glykolséure. Zwei Drittel des Zuckers der Originallésung (50 g) waren 
dabei durch eine C-aquivalente Menge Glykolsaure (technische, NaCl-haltige 
57°/,ige Losung der Fa. Riedel-de Haén, Seelze/Hann.) ersetzt worden, um durch 
Forderung der adaptiven Enzymbildung — wie friiher im Fall der Glykolat- 
dehydrogenase (FRANKE u. ScHuLz 1956) — zu Enzymlésungen mit méglichst 
hoher Aktivitat gegen C,-Sauren zu gelangen. Zu einigen vergleichenden Ver- 
suchen diente auch die originale Czapek-Dox-Liésung sowie eine, in der an Stelle 
von Glykolsiure eine C-aquivalente Menge Milchsaure (fiir Genu8zwecke, 
Boehringer, Ingelheim) enthalten war. 


Zur Verbesserung des Wachstums wurden der Nahrlésung meist noch 5 g 
Malzextrakt (Biomalz) je Liter zugefiigt. Bei der Kultur von Phycomyceten wurde 
NaNO, durch NH,NO,j ersetzt. 


Nach friiheren Angaben (FRANKE u. ScHuLzZ 1956) wurden zunachst in Erlen- 
meyern sporulierte ,,Vorkulturen‘‘ der Pilze hergestellt und diese nach dem Ver- 
reiben zu den ,,Hauptkulturen“ in groBen Petrischalen verwendet (gew6hnlich 
21 Nahrlosung). Bei Asp. niger wurde 2—3 Tage bei 28° bis zur Bildung zusammen- 
hangender Myceldecken ohne nennenswerte Sporulation inkubiert. Bei anderen 
Pilzen wurde die Ziichtungsdauer bis zur Erreichung dieses Zustands verlingert. 


Die ausgebildeten Myceldecken, die in einigen Fallen einige Stunden oder iiber 
Nacht zum Zwecke der Substratverarmung auf Leitungswasser gesetzt wurden, 
wurden mit Wasser gewaschen und in der hydraulischen Presse trockengepreBt. 
Sie kénnen in diesem Zustand im Bedarfsfall tage- und wochenlang ohne merk- 
lichen Aktivititsverlust in der Tiefkiihltruhe (—20°) aufbewahrt werden. 


Zur Herstellung von Enzymlésungen wurde der zerkleinerte PreBkuchen 
mit der gleichen Gewichtsmenge gereinigtem Seesand (Merck) und der etwa 
11/,fachen Menge von m/15-Phosphatpuffer (pH 7,5) im Porzellanmérser 15 min 
lang verrieben. Im spateren Teil der Arbeit wurde statt dessen das PrefSmycel 
allein mit der doppelten Menge Extraktionsmittel im Homogenisator der Fa. 
Bihler, Tiibingen, 2 min homogenisiert. Durch 15 min langes Zentrifugieren bei 
6000 g werden getriibte und schwach gelblich gefirbte Extrakte erhalten, die 
seltener als solche, meist nach Dialyse gegen dest. Wasser im Kalteraum (5°) iiber 
Nacht zu den Enzymversuchen verwendet wurden. Uber einige Reinigungs- 
versuche wird spaiter am Hnde des Versuchsteils (S. 83) berichtet. 


Trockengewichtsbestimmungen erfolgten bei Rohextrakten gewohnlich 
durch Kindampfen bei 105° nach 48stiindiger Dialyse gegen Leitungswasser (unter 
Beriicksichtigung des Wasserwerts). Bei gereinigten Enzymlésungen wurde meist 
die Proteinbestimmung nach der Biuretmethode (nach Angaben bei NETHELER u. 
Hrnz 1959) angewandt, bei Ammonsulfatfallungen zur Vermeidung von Stérungen 
nach vorausgegangener Dialyse iiber Nacht. Vergleichsbestimmungen nach beiden 
Methoden stimmten im Bereich zwischen 2 und 10 mg Trockengewicht/ml auf 
5—10°/, tiberein. 
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ITI. Substrate 


Natriumglyoxylat wurde durch Perjodatoxydation von Weinsaure (nach 
METZLER, OLIVaRD u. SNELL 1954) dargestellt; der Gehalt der Praparate wurde 
nach der Bisulfit-Jod-Methode (Ciirr u. Cook 1932), gelegentlich zur Kontrolle 
auch nach der Hypojodit-Methode (WrELAND u. WincuEr 1924) bestimmt und lag 
zwischen 96 und 99°/, Natriumglyoxylat - 1 H,O. In ahnlicher Weise wurde das 
Natriumpyruvat der Fa. Boehringer, Mannheim, getestet. «-Ketoglutarsaure 
und Oxalessigsaéure stammten von Fluka, Buchs. Reine Glykolsaure wurde von 
Heyl, Hildesheim, bezogen. Von den eingehender untersuchten L-Aminosauren 
stammte Alanin von Hoffmann-La Roche, Basel, Asparagin- und Gluta- 
minsaure von Merck. Weitere, nur in einer Versuchsreihe (8.77) gepriifte 
Aminoséuren (zum Teil Racemate) waren zum Teil von den gleichen Firmen, 
zum Teil von Bayer und Schuchardt bezogen worden. 


IV. Umsatz- und Aktivitéitsbestimmungen 


In der Mehrzahl der Falle wurde mit Versuchsansaétzen von 5 ml Gesamt- 
volumen gearbeitet. Auch in Fallen mit abweichendem Ansatzvolumen (2, 2,5 oder 
10 ml) ist im folgenden der Einheitlichkeit und Vergleichbarkeit halber stets auf 
5 ml umgerechnet. 

Bei Transaminierungsversuchen wurde meist folgender Ansatz verwendet, auf 
den spater im Versuchsteil als ,,Normalansatz“‘ Bezug genommen wird: 0,5 ml 
m/20-Glyoxylat bzw. Pyruvat (= 25 uMol); 0,5 ml m/20-L-Aminosiure, (= 25 
uMol) gegebenenfalls neutralisiert; 0,5—2 ml Enzym; 2 ml m/5-Puffer; Wasser 
auf 5 ml. 

Gepuffert wurde zwischen px 4,0 und 5,5 mit Acetat, zwischen px 6,0 und 7,5 
mit Phosphat, zwischen px 8,0 und 10,7 mit Borat. Wo spater nichts weiteres ver- 
merkt ist, wurden diese Puffer verwendet, wobei die Gesamtkonzentration zwischen 
0,04 und 0,08 m lag. In einigen wenigen Fallen wurde, um das Ausfallen von 
Metallphosphaten in der Nahe des Neutralpunkts zu vermeiden, Veronal-Acetat- 
Puffer oder Tris-Puffer benutzt (vgl. 8.80). Der letztgenannte Puffer (Gomorr 
1936) war zum mindesten fiir-Transaminierungen wenig geeignet, da er bei langeren 
Versuchszeiten mit Glyoxylat reagierte; so waren z. B. von 25 wMol Glyoxylat 
in 0,08 m-Tris-Puffer von px 8 nach 1 Std bei 30° 7 w~Mol verschwunden. 

Anaerobe Versuche liefen gewéhnlich in evacuierten Thunberg-Rohrchen; 
doch war Luftausschlu8 bei Transaminierungen nicht unbedingt erforderlich. 

Umsatze — stets bei 30° gemessen — werden in folgenden durchweg in “Mol 
angegeben. Als Aktivitatsma8 dient der Ausdruck 


3 Umsatz in uMol 
ie mg Enzymtrockengew. - Std * 

Da bei Transaminierungen als bimolekularen Reaktionen (S. 68) die Umsatzrate 
mit der Zeit stark abfallt, zum Teil auch Gleichgewichte zu beriicksichtigen sind 
(S. 70), wird zu Vergleichszwecken meist eine aus der Anfangsgeschwindig- 
keit bzw. der bimolekularen Reaktionskonstanten k errechnete (extrapolierte) 
AktivitatsgroBe Qop benutzt (Naheres S. 69). Als Mai der Enzymmenge dienen 
Enzymeinheiten HE = Qep* mg Gesamttrockengewicht. 


V. Analytische Methoden 


Bei der Bestimmung der Glyoxylsaure (nach 1.) sowie der Ketosduren -- Gly- 
oxylséure (nach 4.) konnte wegen Kleinheit der bendtigten Pipettenproben (0,1 
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bis 0,2 ml) auf EnteiweiBung vor der Analyse verzichtet werden. Fir Glykol- 
saiure-Bestimmungen wurde durch Zusatz von Essigsiure bis px 4,5 enteiweilt. 
Vor Oxalsaure-Bestimmungen wurde Protein durch Trichloressigsiure-Zusatz 
bis zur Gesamtkonzentration 3,5°/, entfernt. Fiir die Papierchromatographie 
der Aminosauren wurde mit dem vierfachen Volumen absoluten Alkohols ent- 
eiweiBt, zentrifugiert und mit dem dreifachen Volumen Chloroform die waBrige 
Phase wieder abgeschieden. 


1. Glykolséure 


wurde photometrisch nach der Vorschrift von DagLey u. Ropcers (1953) be- 
stimmt, die auf der Rotfarbung des mit heifer, ziemlich konzentrierter H,SO, 
abgespaltenen Formaldehyds mit Chromotropsiure (1,8-Dihydroxynaphthalin- 
3,6-disulfosiure) basiert. Mengen zwischen 0,1 und 1,0 ~Mol lassen sich im Leitz- 
Kompensationsphotometer bei 570 my gut erfassen. Bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Glyoxylsiure muf diese vorher oxydativ entfernt werden, was durch einhalb- 
stiindige Inkubation von 0,5 ml Ansatz mit 0,5 ml m-H,O, bei 30° geschah, worauf 
das iiberschiissige H,O, durch einige Tropfen hochverdiinnter Katalaselésung 
(krist. Katalase von Boehringer, Mannheim) zerstért wurde. 


2. Glyoxylsdure 


wurde auf Grund der intensiv roten Farbreaktion, die Glyoxylsiure-pheny]l- 
hydrazon mit Ferricyanid in starker HCl ergibt, bei 530 mu photometrisch be- 
stimmt (CHRistMAN, FosteR u. EstTmrER 1944), wobei wenigstens im Bereich 
zwischen 0,2 und 1,0 ~Mol exakte Linearitaét der Extinktion bestand. Glyoxylsaure 
wird auch — allerdings unspezifisch — mit der Dinitrophenylhydrazon-Methode 
(siehe 4.) erfaBt. 


3. Oxalsdure 


wurde bei px 4,5 als Calciumsalz gefallt und der tiber Nacht im Hisschrank ge- 
bildete Niederschlag mit n/100-KMnO, bei 60° titriert. Mengen bis zu 2,5 «Mol 
werden quantitativ erfaBt, bei 1 wMol betragt das Defizit 5°/), bei 0,5 wMol 15°/5. 


4. Ketoséiuren und Glyoxylséure 


Bei der vollstandigen analytischen Erfassung von Transaminierungen ergab 
sich die Notwendigkeit, eine Ketosiure neben Glyoxylsiure bzw. zwei Ketosauren 
nebeneinander zu bestimmen. Die Bestimmung der Ketosiuren Brenztrauben- 
siure, Oxalessigsdiure und «-Ketoglutarsiure sowie der Glyoxylsaure 
geschah nach der Methode von FRrEDEMANN u. HAUGEN (1943), bei der 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazone der Carbonyl-Verbindungen mit einem organischen Solvens 
ausgeschiittelt, daraus mit Sodalésung extrahiert und nach weiterer Alkalisierung 
mit NaOH bei 530 mu photometriert werden. Eine relativ spezifische Bestim- 
mung der Brenztraubensdure in Gegenwart der Ketodicarbonsauren (aller- 
dings nicht der Glyoxylsiure) ist méglich, wenn nach 5 min langer Reaktionszeit 
bei 25° mit Toluol ausgeschiittelt wird (vgl. HnvsperG u. Lane 1957). Andrerseits 
konnen durch Extraktion mit Essigester die Hydrazone aller Ketosauren erfaBt 
werden. Fiir die Hydrazonbildung sind offiziell 25 min vorgeschrieben; doch fanden 
wir keinen groBen Unterschied bei nur 5 min langer Inkubation. 

Die Originalmethode wurde leicht modifiziert. Von beiden Solventien wurde 
das 2,7fache Volumen der wifrigen Phase angewandt. Die Durchmischung der 
beiden Phasen erfolgte in kleinen Scheidetrichtern statt mittels Durchliiftung. 
Von der organischen Phase wurde nur ein aliquoter Teil (0,625) mit Sodalésung 
extrahiert. 
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: Es wurden Eichkurven fiir die Extinktion der Dinitrophenylhydrazone der 
einzelnen Saéuren angelegt; folgende Extinktionsmoduln E wurden fiir je 1 uMol 
Saure gefunden: 


Bei Gemischen von Glyoxyl- | ten Mele 
siure und einer Ketosiéure wurde 
gewohnlich die Summe der Hydra- _Glyoxylsiure 0,325 0,480 
zone und dann nach der spezifischen Brenztraubensiure 0,652 0,655 
Methode 2 (siehe oben) die Gly- Oxalessigsiure 0,045 0,485 
oxylsdure allein bestimmt und in  «-Ketoglutarsiiure 0,115 0,330 


Abzug gebracht. Bei Gemischen 

von zwei Ketosiuren wurden Extinktionsgleichungen fiir die beiden Lésungs- 
mittel aufgestellt und daraus die beiden Ketosiéuremengen ermittelt, z. B. bei 
Brenztraubensaure (B) und Ketoglutarsaure (K) nach 


0,652 B+ 0,115 K = EHy,; 0,655 B+ 0,330 K = DE pester 


Bei Reihenversuchen iiber Glutaminat-Pyruvat-Transaminierung, bei der ja die 
Brenztraubensiureabnahme gleich der Ketoglutarsdurebildung ist, wurde die 
Brenztraubenséuremenge B aus der Totalextinktion in Toluol allein nach der 
Gleichung 
0,652 B + 0,115 (1 — B) = LF, 
ermittelt. 
5. Papierchromatographische Methoden 


a) Qualitative Bestimmung von Glyoxylséiure und Ketosd&uren 
erfolgte an dem in Tetrahydrofuran gelésten Gemisch der 2,4-Dinitrophenylhy- 
drazone auf Schl. & Sch.-Papier 2043b mit n-Butanol-Wasser-Alkohol 5:4:1 als 
Laufmittel (AuTmann, Crook u. Darra 1951). Es wurde absteigend in Glaszylindern 
chromatographiert. Die Hydrazone geben beim Bespriihen mit n-NaOH eine 
braunrote Farbung. Wir fanden — zum Teil etwas abweichend von den britischen 
Autoren — folgende R;-Werte: 

Glyoxylsaure 0,33 und 0,48 Oxalessigsdiure 0,26 
Brenztraubensiure 0,41 und 0.59 «-Ketoglutarsiure 0,24 
(Zur cis-trans-Isomerie bei Hydrazonen vgl. IsHuRwoop u. Jonzs 1955.) 


b) Bestimmung von Aminosauren. Es wurden bei CraMER (1958) beschrie- 
bene Methoden angewandt. Als Laufmittel diente mit m/10-Phosphatpuffer von 
pu 7,0 gesattigtes Phenol. Die absteigend gelaufenen Chromatogramme wurden 
getrocknet, mit Ninhydrin (0,5°/) in Butanol) bespriiht und durch Erwarmen auf 
60° entwickelt. Die R;-Werte waren fiir 

Glycin 0,40 Asparaginsaure 0,10 
Alanin 0,54 Glutaminsaure 0,12. 

Die quantitative Auswertung geschah iiber die léslichen Cu-Komplexe 
(FiscHEer u. Dérren 1953). Hierzu wurden die entwickelten Chromatogramme mit 
einer Lésung aus 1 ml gesattigter Cu(NO;),-Lésung in 99 ml Methanol wiederholt 
bespriiht, bis keine Farbvertiefung der Cu-Komplexe mehr eintrat. Die Flecken 
wurden dann ausgeschnitten, mit 6 ml Methanol extrahiert und die braunrote 
Farbung bei 510 my im Leitz-Photometer gemessen. Die Farbwerte von Versuchs- 
ansaitzen wurden mit den Farbungen verglichen, die durch Mitlaufenlassen der 
betreffenden Aminosauren in drei verschiedenen Quantitadten auf dem gleichen 
Bogen erhalten worden waren. Bis wenigstens zu Mengen von 0,5 Mol nach oben 
bestand befriedigende Linearitét der Eichkurven. Bei salz- bzw. pufferhaltigen 
Losungen betrug die Genauigkeit der Bestimmungen etwa + 10°/. 
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Versuchsergebnisse 
I. Glyoxylatumsatz mit Rohextrakten 
1. Versuche zur Reproduktion der ,,Mutase‘‘-Wirkung 


Wie einleitend erwihnt, hatten Versuche, die friiher von FRANKE u. 
De Bozr (1959) fiir Asp. niger 315 beschriebene quantitative Dis- 
mutation von Glyoxylsdure zu Glykol- und Oxalsaure zu reproduzieren, 
keinen Erfolg: die Dismutation war zu einer Nebenreaktion geworden, 
auf deren Rechnung nur noch etwa 10°/, des Glyoxylatschwunds gingen. 
Infolge ihrer Kleinheit und der relativ hohen Glykolat- und Oxalat- 
Leerwerte der Rohextrakte war sie analytisch nicht mehr exakt erfaBbar. 
Tab.1 zeigt einige typische Versuche mit Mycel verschiedener Ziich- 
tungs- und Wasserungsdauer. 


Der allgemeine Ansatz war: 100 ~Mol Glyoxylat, 2 ml Enzym, 2 ml m/5 Puffer 
pu 7,0, Wasser auf 5 ml. Bei den folgenden Angaben zur Glykolat- und Oxalat- 
Bildung sind die Leergehalte der Extrakte bereits abgezogen; sie betrugen in den 
drei Versuchen resp. 5,5, 5,0 und 4,0 wMol Glykolsaure und 2,8, 2,0 und 1,8 uMol 
Oxalsaure je Milliliter. 


Tabelle 1. Glyoxylatumsatz durch Rohenzym aus Asp. niger-Mycel verschiedener 
Ziichtungs- und Wdsserungsdauer 
(anaerob, 2 Std) 


Ziichtungs- Wiasserungs- Enzym- Glyoxylat- Glykolat- Oxalat- 
dauer dauer trockengew. abnahme bildung bildung 
(Tage) (Stunden) (mg/ml) (uMol) (uMol) (uMol) 

2 2 7,0 90 9 6 
3 2 8,0 86 6 4 
3 20 7,0 60 9 5 


Zum Vergleich sei ein Versuch der Arbeit von FRaANKE u. De Bor, der hin- 
sichtlich der Bedingungen dem dritten der Tabelle entsprach, angefiihrt: nach 
2 Std waren 36 wMol Glyoxylat verbraucht und 16,6 uMol Glykolat und 15,3 uMol 
Oxalat gebildet worden. Es fallt auf, daB der Glyoxylatschwund jetzt erheblich 
groBer ist als friiher. 

Worauf das jetzt andersartige Verhalten der Extrakte aus Asp. niger 
315 beruht, vermégen wir noch nicht zu sagen. Offenbar werden jetzt 
andere adaptive Enzyme gebildet als friiher. Es ist in diesem Zusammen- 
hang darauf hinzuweisen, da8 schon im Verlauf der Untersuchung von 
FRANKE u. DE Borr die dismutierende Aktivitat dieses Pilzstamms (der 
urspriinglich als einziger von zahlreichen Stémmen aus Glykolat aerob 
fast quantitativ Oxalat gebildet hatte) stark abgefallen war. Ersicht- 
lich ist diese Entwicklung weitergegangen. 


2. Hinflug von Glutaminsiure und Glutamin auf den Glyoxylatumsatz 

Der Befund DE Borrs (1957), daB Glutaminsiaure, kaum dagegen 
Glutamin, den aeroben Glyoxylatschwund erhéht, lieB sich bestatigen; 
auch anaerob tritt der gleiche Effekt ein (Tab. 2). 
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Der Ansatz war derselbe wie in den Versuchen der Tab. 1. Von den Aminosauren 
wurden jeweils 100 wMol zugesetzt (Glutaminsaure nach Neutralisierung). Es 
wurde 2 Tage altes Mycel nach zweistiindiger Wasserung verwendet. 


Tabelle 2. Glyoxylatabnahme (in uMol) bei Zusatz von Glutaminat oder Glutamin 
(nach 1 Std) 


Zusatz | aerob | anaerob 
Se ee ee eee eee ee eee 
ja 47 | 50 
+ Glutaminat 62 65 
+ Glutamin 50 55 


3. Aminosiuregehalt von Rohextrakten 


Um die Méglichkeit zu priifen, daB Rohenzym durch einen Gehalt an 
freien Aminoséuren einen (vermutlich transaminierenden) Umsatz der 
Glyoxylsiure bewirkt, wurde ein Rohextrakt zundchst qualitativ 
mittels Papierchromatographie auf freie Aminoséuren untersucht. Es 
zeigte sich, daB zahlreiche Aminoséiuren im Rohextrakt vorhanden 
waren (vgl. hierzu Prtuar u. SRINIVASAN 1956; CLosE 1960), daB aber 
nach mehrstiindiger Inkubation des Extrakts mit Glyoxylat Alanin, 
Asparaginsdure und Glutaminsadure nicht mehr nachweisbar 
waren, wahrend die anderen Aminosdureflecke unverandert geblieben 
waren, bis auf Glycin, das sehr verstarkt in Erscheinung trat. Damit 
war eine Transaminierung von Glyoxylat bewiesen. 

Eine quantitative Bestimmung der mit Glyoxylat reaktions- 
fihigen Aminosduren ergab, daB im ml Rohextrakt enthalten waren 
(in wMol): 

Alanin Asparaginsadure Glutaminsaure 
5 2 14 


4. Quantitative Beziehungen zwischen Glyoxylat- und Aminosiureumsatz 


Als nachstes wurde versucht, eine Glyoxylatbilanz aufzustellen und 
den Glyoxylatschwund zur papierchromatographisch bestimmten Ab- 
nahme der extrakteigenen Aminosaéuren und zur Glycinbildung in Be- 
zichung zu setzen; in gesonderten Proben wurden auch die Neben- 
produkte Glykol- und Oxalsiiure bestimmt. 

Hinsichtlich dieser beiden Produkte wie auch des Ansatzes gelten die Vor- 
bemerkungen zu Tab.1. 


Tabelle 3. Bilanz des Glyoxylatumsatzes durch Rohenzym 
(anaerob, 2 Std) 


Abnahmen | uMol | Zunahmen | “Mol 
pee ere EE. 

Glyoxylsaure a Glycin 40 
Alanin 7 Glykolsaure 5 7 54 
Asparaginsaure 2 | 36 Oxalsaure 9 
Glutaminsaure 27) 
5 
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Zwischen Glycinbildung (40 wMol) und Abnahme der drei extrakt- 
eigenen Aminosauren (36 “Mol) besteht befriedigende Ubereinstimmung, 
die zugleich bestatigt, daB andere Aminosauren sich nicht nennenswert 
an der Transaminierung der Glyoxylsaure beteiligen. Andrerseits gehen 
nur 56°/, des Glyoxylatschwunds auf Rechnung der Glycinbildung. 
Nimmt man noch Glykol- und Oxalsiiure hinzu, dann werden durch die 
gesamten Produkte 76°/, der verschwundenen Glyoxylsdure erfaBt. 
Das verbleibende Defizit erklirt sich in der Hauptsache durch eine 
weitere glyoxylatverbrauchende Reaktion, die in Beziehung zur Glu- 
taminat-Transaminierung steht, wovon spater (S. 69/70 und 79) noch die 
Rede sein wird. 


IT. Glyoxylatumsatz mit dialysierten Extrakten 
(Transaminierungsversuche) 

Im folgenden wurde versucht, die einzelnen Transaminierungs- 
reaktionen der Glyoxylséure getrennt zu untersuchen und naher zu 
charakterisieren. Eine wichtige Voraussetzung hierfiir war die Méglich- 
keit, Rohextrakte durch Dialyse von ihren Aminosaduren weitgehend 
befreien zu kénnen, ohne daf die Transaminase-Aktivitat verschwand. 
Zum Vergleich wurde auch die Transaminierung zwischen Brenztrau- 
bensdure und Glutaminsaiure herangezogen, zumal Vorversuche mit 
dialysiertem Enzym ergeben hatten, da8 bei der Transaminierung zwischen 
Glyoxylsiure und Alanin entstehende Brenztraubenséiure sekundir mit 
Glutaminsaure reagieren kann. 


1. Glyoxylatumsatz ohne Aminoséurezusatz (Leerumsatz) 

Im allgemeinen wurde zu den folgenden Transaminierungsversuchen 
Rohenzym iiber Nacht (15—17 Std) bei 5° gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. Ein solches Enzym reagiert in der Menge von 2 ml in amino- 
Tabelle 4. Glyoxylat-Leerumsatz (Einsatz 25 uMol) mit dialysiertem Enzym (2 ml) 


in Abhdngigkeit vom py 
(anaerob, 1 Std) 


pu Glyoxylatabnahme (uMol) pu | Glyoxylatabnahme (“Mol) 
5 aa) | 9 1,4 

6 3,0 10 1,0 

a 6,0 11 0,7 

8 3,6 


siurefreien ,,Normalansitzen“ (S.61) bis etwa 30 min nicht merklich 
mit Glyoxylsiure, wohl aber — in pq-abhingiger Reaktion autokataly- 
tischen Typs (vgl. Abb.1, Kurve IIa) — bei langeren Inkubationszeiten 
(1—2 Std). Tab.4 gibt eine derartige Versuchsreihe wieder. 

Der Glyoxylat-Leerverbrauch variierte von Enzym zu Enzym auch 
bei annahernd gleichen Trockengewichten betrachtlich (vgl. Tab.4 und 
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Abb.3). Was seine Ursache betrifft, so konnte papierchromatographisch 
gezeigt werden, daB aus dem ExtrakteiweiB bei der Inkubation geringe 
Mengen von Aminosauren proteolytisch abgespalten werden, die mit 
Glyoxylsiure wieder Transaminierung ergeben; mengenmabig steht 
unter den transaminierungsfahigen Aminosdiuren an erster Stelle 
Glutaminsdure (vgl. 8.65). DaB8 der Glyoxylatverbrauch in Leer- 
ansatzen tatsachlich in der Hauptsache auf Transaminierung beruht, 
wurde durch papierchromatographische Glycinbestimmung erwiesen: 
bei einem Glyoxylatverbrauch von 6,0 “Mol wurden 4,4 wMol Glycin 
gefunden, d. h. 73°/, der Theorie. 

Ob der Glyoxylat-Leerverbrauch in Ansatzen mit Aminosaurezusatz ab- 
zuziehen ist oder nicht, richtet sich nach den besonderen Versuchsbedingungen 
(Reaktionszeit, Art und Umsatzgeschwindigkeit der Aminosaure); bei dem rasch 
reagierenden Alanin spielt er keine Rolle, bei Glutaminsaure wird er, seiner Natur 
nach, besser nicht abgezogen, bei Asparaginsiure und einigen anderen langsam 
reagierenden Aminosauren (8.77) erscheint Abziehen zweckmaBig. In graphischen 


Darstellungen von Umsetzungen wird er zwar eingetragen, aber nicht abgezogen, 
da sein moéglicher EinfluB ja erkennbar ist. 


2. Orientierende Versuche zur Transaminierung von Glyoxylat 


Vorversuche ergaben, daB die Transaminierungsrate in der Reihen- 
folge Alanin > Glutaminsdure > Asparaginsadure stark abnahm. Eben- 
solche Versuche bei variiertem px zeigten, daB das pq-Optimum in der 
Reihenfolge Alanin > Asparaginséure > Glutaminsaure von etwa 9 auf 
7,5 abnahm. In beiden Fallen waren jedoch keine echten Aktivitaten 
gemessen worden, da unter ungiinstigen Bedingungen nur ein kleiner, 
unter giinstigen der gr6éBte Teil der Substrate in derselben Versuchszeit 
umgesetzt war, im letzteren Falle die Substratverarmung der Ansatze 
daher sehr wahrscheinlich reaktionsverzégernd gewirkt hatte. Es war 
deshalb notwendig, solche Versuche in exakterer Form unter Zugrunde- 
legung von Anfangsgeschwindigkeiten oder auch Reaktions- 
konstanten zu wiederholen. Grundlage dazu war eine Untersuchung 
der Kinetik der Transaminierungen. 


3. Kinetik 


Abb.1a zeigt die zeitliche Glyoxylatabnahme im System Alanin- 
Glyoxylat (I) und Glutaminat-Glyoxylat (II); Ila ist die zu letzterem 
Versuch gehérende Glyoxylat-Leerabnahme. Die Kurven wurden beim 
jeweils anndhernden py-Optimum (9,0 bzw. 7,5) in Normalansatzen 
(S. 61) mit dialysiertem Enzym (0,5 ml bei Alanin, 2,0 ml bei Glutamin- 
siure) aufgenommen. Die iiberlegene Reaktionsgeschwindigkeit des 
Alanins gegeniiber der Glutaminsaure fallt sofort in die Augen. 

Es wurde rechnerisch gepriift, ob die Transaminierung zwischen 
aquimolaren Mengen Glyoxylséure und Aminosaure als bimolekulare 

5* 
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Reaktion nach 
Ly ire ees 
a(a—x«x)t 


daz/dt = k (a — x)? baw. k = 
abliuft, worin a die Ausgangskonzentration der Reaktionsteilnehmer, 
« den Umsatz zur Zeit t bedeutet. [Nach Conmn (1940) wird bei der 
tierischen Glutaminat-Oxalacetat-transaminase der Reaktionsverlauf 


besser durch die bimolekulare als die monomolekulare Reaktionskon- 
stante wiedergegeben.] Der rechnerischen Einfachheit halber wurden die 


£5 


0°20 60.80 tommn?20 0 Gomin ¥0 


Abb.1. a Glyoxylatumsatz mit Alanin (7) und Glutaminat (JJ) sowie ohne Zusatz (IIa); b Pyruvat- 
umsatz mit Glutaminat. Enzymzusitze in J 0,5 ml, in JJ (J7Ja) und b 2 ml; Trockengewichte (mg/ml) 
in a 5,3, in b 4,1. Punktierte Gerade: die aus den Reaktionskonstanten & berechneten Anfangs- 


geschwindigkeiten dxjdt 


Konzentrationen in uMol/5 ml eingesetzt (a daher = 25,0). In Tab.5 
sind die MeBwerte und das Ergebnis der Berechnungen enthalten. 

Man erkennt, daB & im Alaninversuch in den ersten vier Fiinf- 
teln des theoretischen MeBbereichs befriedigende Konstanz aufweist; 
dann erfolgt Anstieg der k-Werte, der wahrscheinlich nicht real, sondern 
methodisch bedingt ist (durch die geringe Ablesegenauigkeit des visuellen 
MeBinstruments bei kleinen Extinktionen, wohl auch durch einen mini- 
malen, gleichfalls schwer exakt feststellbaren Glyoxylat-Leerwert bei 
langeren Versuchszeiten). 

Bei Glutaminsaéure ist Konstanz von & fiir die ersten vier MeB- 
werte gegeben, einem Umsatz von zwei Dritteln des theoretischen ent- 
sprechend; dann tritt, nach dem starken Ansteigen des Leerwerts (Abb. 1a, 
Kurve Ila) nicht unerwartet, betrachtlicher Anstieg von k ein. (Zieht man 
andrerseits den Leerwert ab, dann erfolgt Abfall des k-Werts, schon 
bei 50 min beginnend und nach 110 min 0,43 - 10-3 erreichend.) 

Jedenfalls ist erwiesen, dai beide Transaminierungen bei Abwesen- 
heit sekundarer Storungen als bimolekulare Reaktionen verlaufen 
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Tabelle 5. Priifung auf zweite Reaktionsordnung bei der Glyoxylat-Transaminierung 
mit Alanin und Glutaminat 


(min) red % G\G—2) h~ 10° i cal Qep 
ee ale A I 
a) mit Alanin 
5 16,2 8,4 324 4,1 
10 12,5 12,5 313 4,0 
15 9,15°.|, 15,85 229 4,6]... 
20 8,25 | 16,75 206 41} Mittel 
25 6,0 19,0 150 sgl Oe Boe 64 
30 5,4 19,6 135 4,8 
35 4,75 | 20,25 119 4,9 
40 3,9 21,1 97,5 | (5,4) 
45 3,3 21,7 82,5 | (5,6) 
b) mit Glutaminat 
10 19,5 5,5 488 1,13 
30 14,75 | 10,95 370 0,92] Mittel: 
50 10,75 | 14,25 269 119 11 0,69 3,9 
70 8,25 | 16,75 206 1,16 
90 5,5 19,5 138 (1,57) 
110 3,25 | 21,75 81 (2,43) 


und da die Reaktionskonstanten k als MaB der Umsatzgeschwindigkeit 
verwendet werden kénnen. Aus praktischen Griinden wurden die in der 
vorletzten Spalte der Tabelle errechneten und in Abb.1 als punktierte 


Gerade eingezeichneten Anfangs- 
geschwindigkeiten da/dt vorge- 
zogen, die (annahernd) gleich dem 
Umsatz wahrend der ersten Minute 
sind. Diese GroBe, mit 60 multi- 
pliziert und durch das eingesetzte 
Enzymtrockengewicht (in mg) 
dividiert, ergibt die in der letzten 
Spalte verzeichneten Aktivitaten 
Qep (8. 61). 

Es ist noch zu erwahnen, dais bei 
Untersuchung der Glutaminat- 
Transaminierung mit manchen En- 
zymlésungen Glyoxylatkurven von 
abweichender Form erhalten wurden, 
die besonders deutlich bei gr6Berer Zahl 
der Me8punkte in Erscheinung trat. In 
Abb.2 ist eine solche Kurve (I) dar- 
gestellt. Gleichzeitig wurde in diesem 
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Abb. 2. Unstetige Glyoxylatabnahme (J) beistetiger 
Glycinbildung (IZ) wihrend der Transaminierung 
mit Glutaminat 


Mol Glyoxy/at oder Glycin 
S 


—— > 
oO 40 60 50 700min 720 


Versuch parallel die Glycinbildung (II) bestimmt. Wie ersichtlich, entsprechen 
sich Glyoxylatabnahme und Glycinbildung nur wahrend der ersten 20 min; 
so lange besteht auch exakt bimolekularer Reaktionsablauf (mit k = 0,60- 
10-). Spater eilt die Glyoxylatabnahme der Glycinbildung voraus. Hier lag 
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ein erster Hinweis fiir eine nichttransaminierende Sekundarreaktion der Glyoxyl- 
siiure mit dem Desaminierungsprodukt «-Ketoglutarsaure vor (vgl. S. 79 und 
II. Mitteilung, FRaNKE u. JILGE 1961). 

Im Falle der Asparaginat-Glyoxylat-Transaminierung wurde 
auf die eingehendere Untersuchung der Kinetik verzichtet, da die hier 
stark ins Gewicht fallenden Glyoxylat-Leerwerte eine zufriedenstellende 
Auswertung der Kurven unmdglich machten. 

Dagegen wurde zum Vergleich noch die Glutaminat-Pyruvat- 
transaminase — im Ansatz der entsprechenden Transaminierung mit 
Glyoxylat (siche oben) — herangezogen, deren Kinetik in Tab.6 und 
Abb.1b (Ordinate: ~Mol Pyruvat-Abnahme) veranschaulicht ist. 


Ein nennenswerter Pyruvat-Leerwert war in der Versuchszeit nicht zu be- 
obachten. 


Labelle 6. Kinetik der Pyruvat-Transaminierung mit Glutaminat 
(Auswertung wie in Tab. 5) 


t(min) a—x a a (a—2) k + 10° | dz/dt is 
3 22,4 2,9 553 1,75) __. 

6 19.5 5,5 487 i's3| Mittel | 

10 17.0 8,0 425 1,88) 188 114 | 8,4 
20 14.2 10,8 355 (1,52) 

30 12.8 12.2 320 (1,27) 

40 11,15 | 13,85 279 (1,24) 

50 114,15 | 13,85 279 | (1,0) 


Hier ist & nur wahrend der ersten 10 min konstant, um dann stark 
abzufallen. Die aus der Konstante berechnete Transaminierungsinten- 
sitadt ist etwa doppelt so groB wie die im System Glyoxylat-Glutaminat. 
Der Abfall von & ist durch den unvollstaéndigen Reaktionsablauf und die 
Kinstellung eines Gleichgewichts nach 40 min bedingt. Die Gleich- 
gewichtskonstante 
(a-Ketoglutarat) (Alanin) 13,852 


K= (Glutaminat) (Pyruvat) ~ 11,15? 


= 1,55 


steht in guter Ubereinstimmung mit den besten Literaturwerten fiir 
tierisches Enzym: 1,43 (LENARD u. SrRAvB 1942) und 1,52 (Kress 1953). 


Aus den in der Literatur (vgl. z. B. Kreps u. Kornpera 1957) vorhandenen 
Angaben fiir die freien Bildungsenthalpien der ReaktionsteilInehmer berechnen sich 
fir neutrale Lésungen von 30° folgende freie Reaktionsenthalpien (4G) und 
(nach AG = — RT In K) Gleichgewichtskonstanten K (Tab. 7). 

Man erkennt, dai die Transaminierungen von Glyoxylat mit Alanin und Glut- 
aminsiure praktisch irreversibel sind; dem entspricht, daB nach DintMann (1957) 
aus Glycin und Pyruvat nur eine eben noch nachweisbare Menge Alanin gebildet 
wird. Die Umsetzung zwischen Glyoxylat und Asparaginsaure ist deutlich, die 
zwischen Pyruvat und Glutaminsiure ausgesprochen reversibel. DaB im letzteren 
Fall gefundener und berechneter K-Wert schlecht iibereinstimmen, liegt wohl an 
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der Ungenauigkeit von AG, das als Differenz zweier groBer Enthalpiesummen 
(279,37 und 279,31) resultiert, deren Einzelkomponenten wahrscheinlich nur auf 
einige Zehntel kcal. genau bekannt sind. 


Tabelle 7. Freie Reaktionsenthalpien (AG) und Gleichgewichtskonstanten (K) 
verschiedener Transaminierungen 
ee 


4 AG 
Reaktion / (keal/Mol) K 
Glyoxylat + Alanin = Glycin + Pyruvat —1,95 | 514 
Glyoxylat + Glutaminat = Glycin + o-Ketoglutarat —2,01 | 616 
Glyoxylat + Asparaginat = Glycin ++ Oxalacetat — 0,80 12,9 
Pyruvat + Glutaminat = Alanin + «-Ketoglutarat — 0,06 1,02 


4. pq-Abhingigkeit 


Die Beriicksichtigung der Kinetik ermdéglichte es, echte Aktivi- 
tats-py-Kurven aus der pq-Abhangigkeit zeitlicher UmsatzeréBen 
zu ermitteln; im Falle der Asparaginat-Glyoxylat-Transaminierung war 
dies allerdings wegen der relativ kleinen Umsatze und der relativ groBen 
Glyoxylat-Leerwerte nur bedingt méglich. Das Ergebnis von vier Ver- 
suchsreihen, von denen sich drei auf Transaminierungen der Glyoxyl- 
saure, die vierte (zum Vergleich) auf das System Glutaminsaure-Brenz- 
traubensdure bezogen, zeigt Abb.3. Die rechten Ordinaten-MaB8stabe, 
die fiir den zeitlichen Glyoxylat- bzw. Pyruvat-Umsatz (Kurven I bzw. 
Leerwerte III) gelten, sind — bis auf die verschiedenen Versuchs- 
zeiten — miteinander vergleichbar; der linke Ordinaten-MaBstab Qep 
(Kurven II) ist fiir das besonders aktive Alanin-Glyoxylat-System 
20mal kleiner gewahlt als fiir die anderen Falle. Die untersuchten Trans- 
aminierungen zeigen ausgesprochene py-Optima, und zwar Alanin- 
Glyoxylat 9,5; Glutaminat-Glyoxylat 7,5; Asparaginat-Glyoxylat 8,0; 
Glutaminat-Pyruvat 7,0. Beim jeweiligen pq-Optimum ergibt sich fiir 
die vier Transaminase-Reaktionen in der eben gegebenen Reihenfolge ein 
Aktivitatsverhaltnis von 134: 3,8: < 1,8: 5,8. 


Im einzelnen ist zu den Kurven noch folgendes zu bemerken: 


Zur Berechnung von Qep dienten in den Fallen a und b nicht nur die in der 
Abbildung angegebenen Umsatzwerte, sondern jeweils noch zwei weitere, deren 
Zeiten der unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeit in Abhangigkeit vom pH 
angepaBt waren; aus dem Mittelwert von k wurde Qep bestimmt. 

Unsere wiederholt reproduzierte Aktivitaéts-py-Kurve fiir das System Alanin- 
Glyoxylat unterscheidet sich erheblich von einer von Di~LMaNN unter etwas 
abweichenden Bedingungen (Tris-Puffer, 37°, Brenztraubensaiurebestimmung) aut- 
genommenen, in der ein ziemlich breites Optimum bei px 8 auftritt. Uber die Ursache 
der Diskrepanz vermégen wir nichts zu sagen. Eine nichtenzymatische Reaktion 
zwischen Aminosaure und Glyoxylsaure (vgl. Nakapa u. WEINHOUSE 1953) konnte 
jedenfalls unter unseren Versuchsbedingungen ausgeschaltet werden. 
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Die Glyoxylat-Leerwerte in b und ¢ wurden bei Aufstellung der @ep-Kurve 
nicht abgezogen. Die py-Abhangigkeit des Leerumsatzes entspricht tibrigens sehr 
angenahert derjenigen der Glutaminat-Glyoxylat-Transaminierung (vgl. S. 66). 
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Abb.3. pu-Abhingigkeit verschiedener Transaminierungen mit Glyoxylat (a—c) und (zum Vergleich) 
von Glutaminat mit Pyruvat (d). J gemessener Umsatz (I7J Glyoxylat-Leerumsatz) nach angegebe- 
ner Zeit (Ordinate rechts); JZ extrapolierte Aktivitit Qep (Ordinate links; Ma8stab in a 20mal kleiner 
als in b—d), Enzymzusatz (in Klammer Trockengewicht) in a 0,5 ml (4,5 mg); b 1,0 ml (9,0 mg); 
c 2,0 ml (10,0 mg); d 2,0 ml (13,8 mg) 


5. Hinflup der Enzymkonzentration 
Die Untersuchung dieser Abhangigkeit wurde hier angeschlossen, da 
auch in diesem Falle nur bei Beriicksichtigung der Kinetik iibersicht- 
liche Ergebnisse erhalten wurden. In einer Reihe von Normalansatzen 
bei py 9,5 wurde die Enzymmenge zwischen 0,1 und 2,0 ml variiert und 
nach jeweils 4 min der Glyoxylatumsatz mit Alanin gemessen. Wie 
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Kurve I in Abb.4 zeigt, besteht auch im Bereich kleinster Enzym- 
zusatze keine Proportionalitat zwischen Umsatz und Enzymkonzen- 
tration. Wird jedoch nach dem Verfahren 
der Tab.5 aus den Umsitzen eine An- 
fangsgeschwindigkeit dz/dt berechnet und 
daraus der 4 min-Umsatz extrapoliert, 
dann liegen die erhaltenen Werte sehr 
nahe auf einer Geraden (II). 


6. HinfluB der Substratkonzentration 

In einer vierfachen Versuchsreihe mit 
0,5 ml Enzym wurde die Konzentration 
der Reaktionspartner Alanin und Gly- 
oxylat zwischen m/200 (Normalansatz) 
und m/25 variiert und aus den nach 5, 10, 
15 und 20 min gemessenen Umsatzen die 
Reaktionskonstante k und die Anfangs- 
geschwindigkeit da/dt ermittelt. In Tab. 8 
sind die Umsatze nach 5 min, k& und 
da/dt verzeichnet. 

Man erkennt, daf bei steigender Sub- 
stratkonzentration der 5 min-Umsatz 0 Ce Ee oni co 
zwar zunimmt, kaber abnimmt und dz/dt ml Enzym 
schon bei m/ 50 einen Grenzwert err eicht, Abb. 4. EinfluB der Enzymkonzentration 
der der Substratsdttigung des Enzyms _ >ei der Alanin-Glyoxylat-Transaminie- 

, a 5 é rung, J Glyoxylatumsatz nach 4 min; 
entspricht. Formal la®t sich (graphisch) zz ‘aus der Anfangsgeschwindigkeit 
auch eine Michaelis-(Dissoziations-)Kon-  da/dt extrapolierter Glyoxylatumsatz 
stante fiir die Enzym-Substrat-Verbin- set rea ca yaad 
dung ermitteln: K,, = 0,00625 (m/160). 

Da die beiden Teilsubstrate nicht mit der gleichen Affinitaét gebunden zu werden 
brauchen (vgl. Lenarp u. Straus 1950), kommt ihr wohl nur der bedingte Sinn 


Tabelle 8. Abhdngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit im System der Alanin- 
Glyoxylat-transaminase von der Substratkonzentration 


Substratkonzentration (m) 


0,005 | 0,01 | 0,02 | 0,04 
ee ee ee eee Eee 
Substrateinsatz (~Mol) 25 50 100 200 
Substratumsatz nach 5 min (uMol) 11,6 21,5 35,7 41,8 
k- 108 6,9 3,15 1,05 0,27 
da/dt 4,3 7,85 10,7 10.6 


einer Dissociationskonstante fiir das schwacher gebundene Substrat zu. Weitere 
Untersuchungen dieser Richtung gingen iiber den Rahmen der vorliegenden Arbeit 


hinaus. 
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7, Hinflup der Ziichtungsdauer auf die Transaminase-Aktivitat 


Die Untersuchung dieses Einflusses war im Hinblick auf eine rationelle 
Enzymgewinnung auch von praktischem Interesse. Es wurde daher in 
einer GroBziichtung aus 2, 3, 4 und 5 Tage gewachsenem Mycel in tib- 
licher Weise (S. 60) Enzym bereitet und dieses nach Dialyse auf die 
einzelnen Transaminase-Aktivitéten in Normalansatzen bei px 7,5 
getestet; auf die Untersuchung der schwachen Asparaginat-Glyoxylat- 
Transaminierung wurde verzichtet. Im iibrigen entsprachen die Ansatze 

denjenigen der px-Reihen (Abb.3); 

auch die Ermittlung der Q.»-Werte er- 

folgte wie dort. Abb.5 zeigt ihre Ab- 
hangigkeit von der Ziichtungsdauer. 

Wie ersichtlich, ist die zeitliche Ande- 

~ rung der Enzymaktivitat in allen drei 

Fallen die gleiche. Optimale Aktivitat 
NX ist nach dreitagiger Ziichtung vorhanden, 
& dann erfolgt starker Aktivitatsabfall. 
Bei spateren Versuchen wurde daher 
fast durchweg dreitagiges Mycel als 
Ausgangsmaterial verwendet. 


” &. Verbreitung und relative Aktivitat 
der Glyoxylat-transaminasen 


, L 
1 2: Cw, ¥lage 5 In Versuchen mit dialysierten Ex- 


Abb. 5. Hinflu8 der Ziichtungsdauer aufdie trakten aus rund einem Dutzend ver- 


Transaminase-Aktivitiit. J  Alanin-Gly- hied Schi inal rar 
oxylat-transaminase; JZ Glutaminat-Gly- schieaener chumnmeipuze wurden aus 


oxylat-transaminase; JIZ Glutaminat- den Reaktionskonstanten k die Anfangs- 
Pyruvat-transaminase. Der Ordinaten- P ‘ : — 17 ~ a gh rte 
magstab ist fir IZ und III (rechts) geSchwindigkeiten dx/dt, die Aktivititen 


doppelt so gro8 gewahlt wie fiir J (links) On der Alanin-Glyoxylat- und der Glut- 

aminat-Glyoxylat-Transaminierung und 
das Aktivitétsverhaltnis beider Transaminierungen bestimmt. Tab. 9 ent- 
halt das Ergebnis dieser Versuchsreihen. 

Da die Wachstumsintensitit der Pilze auf dem glykolathaltigen Nahrmedium 
sehr unterschiedlich war, wurde im allgemeinen bis zu vollstandiger Deckenbildung 
geziichtet ; bisweilen wurde, wenn vorzeitig Sporulation eintrat, die Ziichtung schon 
friiher abgebrochen. 

Ks wurden durchwegs Normalansitze bei py 9,0 bzw. 7,5 verwendet, die je nach 
der untersuchten Reaktion 0,5 oder 2,0 ml Enzym enthielten. Die Angaben fiir die 
Glutaminat-Glyoxylat-Transaminierung sind von bedingtem Wert, da in ihnen 
Glyoxylat-Leerwerte variabler GréBe enthalten sind. 

Glyoxylat-transaminasen sind in Schimmelpilzen — zum mindesten 
unter unseren Ziichtungsbedingungen — ersichtlich sehr verbreitet, 
wenngleich ihre Aktivitat in den verschiedenen Arten stark variiert, 
im Falle der Alanin-Glyoxylat-transaminase beispielsweise um das 
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mehr als 50fache. Stets erfolgt die Transaminierung mit Glutamin- 
sdure wesentlich langsamer als mit Alanin; jedoch ist das Aktivitiats- 
verhaltnis beider Transaminierungen keineswegs konstant, variiert viel- 
mehr wenigstens um das Fiinffache in den verschiedenen Pilzen. Dies 


Tabelle 9. Anfangsgeschwindigkeiten (da/dt), Aktivitiéten (Qep) und Aktivitdts- 
verhdlinisse von Alanin-Glyoxylat- und Glutaminat-Glyoxylat-Transaminierung in 
Extrakten verschiedener Pilze 


Alanin- Glutaminat- 


Kultur- 


Organismus dauer eh Glyoxylat Glyoxylat Qep (Al-Gly) 
(Tage) Galle On | Aaite | | Oy, | vee CHE OW) 
Asp. niger 315 2 4,6 3,6 93 0,38 | 2,4 39 
3 4,5 4,75 \127 0,94 | 6,3 20 
Asp. niger 363 2 A006 ln Ont mal Laie Osale 4e7 37 
Asp. fumigatus 354 4 8,4 2,7 39 0,40 | 1,4 28 
Asp. oryzae 335 83 12,5 4,9 47 O50 8 melee 40 
Pen. glaucum 406 3 4,2 2,1 60 Oss i Ge 16 
Pen. chrysogenum 
425 3 4,8 2,9 72 0,29 | 1,8 40 
Botrytis cinerea 583 3 aS" 0,70 | 25 0,29 | 2,6 10 
Alternaria tenuis 628 4 5,9 0,54 | 11 0,058} 0,30 37 
Fusarium niveum 666 4 6,2 17, 33 0,52] 2,5 13 
Mucor racemosus 194. 4 7,2 0,48 8,0 | 0,083} 0,35 23 
Rhizopus nigricans nicht mehr 
212 3 12,0 0,32 3,3 mefBbar — 
Cunninghamella 
elegans 236 4 do 4,7 |107 0,36 | 2,0 53 


spricht — zusammen mit der unterschiedlichen pq-Abhangigkeit (8.72) — 
fiir das Vorliegen zweier verschiedener Enzyme. Eindeutig wurde dies 
durch die unterschiedliche Bestandigkeit der Enzyme erwiesen (8.81 f.). 


9. HinfluB des Néhrmediums auf die Transaminase-Aktivitat 


Es fiel uns auf, daB die Aktivitat der Alanin-Glyoxylat-transaminase 
in unseren Asp. niger-Extrakten sehr viel héher war als die von DrILu- 
MAN (1957) fiir das gleiche Pilz-Ausgangsmaterial angegebene. 

DimitMANN findet z.B. in seiner Aktivitaéts-py-Reihe (S.71) bei doppelter 
Alanin- und Glyoxylatkonzentration und erhéhter Temperatur (37°) beim px- 
Optimum einen Umsatz von 7,5 wMol/5 ml in 5 min. Wertet man diese Angabe 
unter Beriicksichtigung des (hohen) Enzymtrockengewichts (65 mg/5 ml) nach 
unserem Standardverfahren aus, dann resultiert fiir Qep etwa 1,8. 

Da DiILLMANN im allgemeinen 3 Tage submers in einer Glucose-Salz- 
Nahrlésung ziichtete, lag die Annahme nahe, daB der Glykolsaure- 
gehalt unseres N&hrmediums fiir die erhdhte Enzymaktivitat verant- 
wortlich zu machen war. Ahnliches konnte im Fall der Glutaminat- 
Pyruvat-transaminase fiir Milchsdéure gelten. Die Frage des Nahr- 
- bodeneinflusses wurde in der folgenden dreifachen Versuchsreihe gepriift, 


76 WILHELM FRANKE, GERD JILGE und GIsELA EICHHORN: 


in der die Aktivitat a) der Alanin-Glyoxylat-, b) der Glutaminat-Gly- 
oxylat- und c) der Glutaminat-Pyruvat-transaminase in Abhangigkeit 
von der C-Quelle der Nahrlésung untersucht wurde. Als N&ahrmedien 
wurden verwendet I. eine normale Czapek-Dox-Lésung mit 50 g Sac- 
charose im Liter, II. und III. modifizierte Czapek-Dox-Lésungen, in 
denen 2/, des Zuckers durch C-diquivalente Mengen neutralisierter 
Milchsaure bzw. Glykolsdure ersetzt waren (S. 60). Das Ergebnis 
der Versuchsreihen ist in Abb.6 zur Anschauung gebracht. 
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Glyoxy/at 


SS 


a 


Mol Glyoxylot bzw. Fyruvat 
= 
Ss) 


ApIZaeZ2 


0 ‘tomin20 0 20 60 80 omn7Z0 0 70 20 =30min¥0 


Abb.6. Transaminase-Wirksamkeit von Extrakten aus Zucker-Mycel (J), Zucker-Lactat-Mycel (IZ) 

und Zucker-Glykolat-Mycel (I71). Ia, ITa, IJTa zugehérige Leerumsitze (ohne Aminosiure). Enzym- 

zusatz in a 0,5 ml, in bund ¢ 2 ml. Enzymtrockengewicht (mg/ml) inaJ, bJ 4,8; al, bIT 6,6; alII, 
bIII 6,2; cf 4,5; clI 4,5; cIII 4,2 


Die Ziichtungsdauer betrug durchweg 3 Tage. Es wurde mit Normalansitzen 
gearbeitet, deren py in den Reihen a, b und ¢ resp. 9,0, 7,5 und 7,0 war, und in 
denen der Enzymzusatz resp. 0,5, 2 und 2 ml betrug. 

Es ist klar ersichtlich, daB Glykolsdurezusatz zum Nahrmedium 
die Aktivitat der Glyoxylat-transaminasen um das Vielfache steigert; 
geringer, aber noch immer bedeutend ist der Effekt bei der Glutaminat- 
Pyruvat-transaminase. Uberraschend ist, daB sich im Fall der Glyoxy- 
lat-transaminasen Milchséure in der Nihrlésung als etwa halb so 
aktiv wie Glykolsaure erweist. DaB bei der Glutaminat-Pyruvat-trans- 
aminase Milchsaure stirker aktiviert als Glyoxylsiure, war zu erwarten 
und spricht zugleich gegen eine — an sich schon wenig wahrschein- 
liche — Identitaét von Glutaminat-Glyoxylat- und Glutaminat-Pyruvat- 
transaminase. Die betrachtliche Aktivitat des letzteren Enzyms auch bei 
Pilzziichtung in reinem Zuckermedium 1aft sich vielleicht auf die inter- 
mediare Entstehung von Brenztraubensiure beim Zuckerabbau zuriick- 
fiihren, falls nicht ein an sich konstitutives Enzym vorliegt. 

Die nicht streng spezifische Wirkung der beiden Hydroxysiauren auf die adap- 


tive Enzymbildung erklart sich méglicherweise durch die Uberlagerung eines un- 
spezifischen Anion-Effekts auf die letztere. Es war in diesem Zusammenhang 
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geplant, noch Extrakte aus einem Zucker-Acetat-Mycel zu priifen. Merkwiirdi- 
gerweise war das Mycelwachstum in dem essigsiurehaltigen Nahrmedium so 
schlecht, da der Versuch aufgegeben werden muBte. 


10. Priifung weiterer Aminostiuren auf Umsetzung mit Glyoxylsiure 


Wenngleich friiher (S. 65) qualitativ und quantitativ gezeigt worden 
war, da8 von den extrakteigenen Aminosauren nur Alanin, Glutamin- 
séure und Asparaginsaure in betréchtlichem Umfang mit Gly- 
oxylsdure reagierten, bestand doch die Méglichkeit, daB auch andere 
Aminosduren, insbesondere solche, die im Pilzextrakt nur in sehr geringer 
Menge vorkamen, zur Transaminierung mit Glyoxylsdure befahigt 
waren. Es wurden daher in dieser Beziehung noch folgende Amino- 
sduren gepriift: 


1. «-Aminobuttersaiure 6. Cystein 11. Glutamin 

2. Valin 7. Methionin 12. Phenylalanin 
3. Leucin 8. Ornithin 13. Prolin 

4. Serin 9. Lysin 14. Oxyprolin 

5. Threonin 10. Asparagin 15. Histidin 


Von den angegebenen Aminoséiuren waren 1, 8, 9 und 13 Racemate, die 
ubrigen L-Formen; von den ersteren wurde in den Transaminierungsversuchen die 
doppelte Menge eingesetzt. 

Der allgemeine Ansatz enthielt in 5 ml: 50 wMol Glyoxylat, 50 wMol t-Amino- 
sdure (bei Bedarf neutralisiert), 2 ml Enzym dialysiert, 2 ml m/5-Puffer py 8. Nach 
1 und 2 Std wurde der Glyoxylat- 
schwund bestimmt. Aminosaurefreie 50 
Kontrollen liefen mit, desgleichen 
Vergleichsansaitze mit Asparaginsaure, 
Glutaminsaure und Alanin; im letzten 
Falle wurde wegen der weit iiber- 
legenen Reaktionsgeschwindigkeit die 
MeBzeit auf 20 min reduziert. 


aS 
> 
Von den gepriiften Amino- = 
= 
3 


siuren zeigten nur a-Amino- 
buttersdure, Glutamin und 
Asparagin schwaches und in 
dieser Reihenfolge abnehmendes 
Reaktionsvermégen mit Gly- 
oxylsdure (Abb.7). Wahrend As- , eS AY ES 


paragin (IV) und Asparaginsdure Abb.7. Glyoxylatumsatz allein (Z), mit Glutamin 
(IV) gleich reagieren, ist Glu- (2), «-Aminobuttersiure (11) und Asparagin 
J és . (IV), sowie (zum Vergleich) Asparaginsiure (IV), 
tamin (II) héchstens halb so wirk- Glutaminsiure (V) und Alanin (V1) 
sam wie Glutaminsdéure (V), und 
a-Aminobuttersaure (III) ist, wenn man die Reaktionskonstanten & 
dieser Aminosdure und von Alanin (2,2 + 10-4 baw. 1,1 - 10~?) vergleicht, 
50mal weniger wirksam als Alanin (VI). In einem weiteren 2 Std-Ver- 


such mit papierchromatographischer Glycinbestimmung wurde fiir die 
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drei Aminosiuren noch gesondert gezeigt, daB die Glyoxylatabnahme 
tatsiichlich in der Hauptsache auf Transaminierung zuriickgeht. Tab. 10 
zeigt das Ergebnis dieser Versuchsreihe; die angegebenen Werte sind um 
die Glyoxylat-Leerwerte bereits korrigiert. 


Tabelle 10. Glyoxylatabnahme und Glycinbildung (in uMol) bei drei langsam 
reagierenden Aminosduren 


Gemessener Umsatz cere Asparagin Glutamin 
Glyoxylatabnahme 16,0 6,4 12,6 
Glycinbildung 14,6 4,4 10,0 


Es ist anzunehmen, da die Umsetzung der «-Aminobuttersaure in den Spezifi- 
tatsbereich der Alanin-Glyoxylat-transaminase fallt. Dagegen ist eme Zuordnung 
von Asparagin und Glutamin zu den entsprechenden Aminodicarbonsauren nicht 
ohne weiteres méglich. Die Existenz besonderer Asparagin- und Glutamin-Keto- 
sdure-transaminasen in tierischem Material ist erwiesen (MEISTER u. TicE 1950; 
Metster, Soper, Tick u. Fraser 1952; Merster 1953, 1955). MARDASCHEW u. 
Semin (1950) fanden bei Rattenleberpraparaten, daB Asparagin und Glutamin den 
freien Aminodicarbonsiéuren bei der Transaminierung von Glyoxylsaure iiberlegen 
waren; das gleiche gilt fiir die nichtenzymatische Reaktion (NakapA u. WEIN- 
HOUSE 1953). Bei unseren ziemlich lange dauernden Versuchen war auch mit einer 
Freisetzung der Aminodicarbonsauren durch Amidase-Wirkung zu rechnen. Wir 
haben daher einige Versuche ausgefiihrt, in denen das aus Asparagin und Glutamin 
allein nach 1 bzw. 2 Std enzymatisch gebildete NH, in einer Vacuumapparatur 
bei px 10 ausgetrieben und colorimetrisch bestimmt wurde (KocH u. HANKE 
1953). Die nachweisbare schwache Amidspaltung reichte jedoch nicht aus, um die 
Transaminierungsumsatze der beiden Amide zu erklaren. 


III. Analytische Versuche zur Transaminierung 


In den vorausgegangenen Abschnitten war in den allermeisten Fallen 
aus der Glyoxylatabnahme in Gegenwart einer Aminosiure und 
dialysierten Enzyms auf die eingetretene Transaminierung geschlossen 
worden. Nur in wenigen Fallen war auch die Glycinbildung ermittelt 
worden (vgl. 8.69 u. oben). Daf die letztere nicht zwangsliufig der Gly- 
oxylatabnahme entsprechen mu, hatte sich vor allem bei der Reaktion 
zwischen Glutaminsdiure und Glyoxylsaure gezeigt (Abb.2); auch bei den 
zuletzt untersuchten Transaminierungen mit Glutamin und Asparagin 
(Tab.10) lag das Glycindefizit mit 20—30°/, bereits auBerhalb der 
Fehlergrenze. In keinem Falle war bisher eine Bestimmung der nach 


CHO - COOH + R- CHNH, - COOH = CHNH, : COOH 
+ R-CO-COOH (1) 
zu erwartenden Ketosiéure erfolgt. Dies sollte im Rahmen einer ein- 


gehenderen analytischen Verfolgung der friiher naiher untersuchten 
Transaminierungsprozesse nachgeholt werden. Das System Glutamin- 
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sdure—Brenztraubenséure wurde wieder zum Vergleich mitein- 
geschlossen. 


Ketosauren (und Glyoxylsaure) wurden in der Reaktionslésung nach den 8S. 62 
angegebenen Differenzmethoden bestimmt, die quantitative Bestimmung des Glycins 
(und der Glutaminsaure) erfolgte papierchromatographisch (S. 63). 

Die Versuchsansiitze von 5 ml enthielten, um méglichst weitgehenden Umsatz 
zu erzielen, 2,5 ml dialysiertes Enzym und auferdem 1 ml m/5 Puffer. Die ein- 
gesetzten Mengen an Glyoxylat (bzw. Pyruvat) und an t-Aminosiuren — einander 
stets aquivalent — variierten in den verschiedenen Ansatzen zwischen 25 und 
100 wMol. Angaben iiber py und Versuchsdauer enthalten die folgenden Tabellen. 


1. Glyoxylat + Alanin Tabelle 11 
Bilanz der Alanin-Glyoxylat-Transaminierung 
In Anbetracht der — _gubstrateinsatz 100 UMol; px 7,0 und 9,5 (Parallel- 


vor allem durch die  versuch); Versuchsdauer 30 min; Umsitze in «Mol 
Differenzmethode der 


Glyoxylat- ; atte 

Brenztraubensaurebe- pH mnanine Pyruvatbildung | Glycinbildung 
stimmung und die quan- 7,0 100 93 90 
titative Papierchromato- 9,5 100 98 86 


graphie des Glycins be- 
dingten — Versuchsfehler kann die Transaminierungsgleichung (1) durch 
die Versuche der Tab. 12 als praktisch erfiillt gelten. 


2. Glyoxylat +- Glutaminat 


An Tab.12 fallt auf, daB das entstandene Glycin nur 79°/,, die 
gebildete Ketoglutarsiure gar nur 63°/, des Glyoxylatschwunds aus- 
macht. Das spricht da- 

Tabelle 12 


fiir, daB die ep ea | Bilanz der Glutaminat-Glyoxylat-Transaminierung 
nierung noch von einer — gubstrateinsatz 25 uMol; py 7,5; Versuchsdauer 
Ketoglutarat und auch 1 Std; Umsatze in wMol 

Glyoxylat verbrauchen- 

den Reaktion begleitet @¥oxvlatabnahme 
wird; fiir den Fall des 19 | 12 | 15 
Glyoxylats war ein 

ahnlicher Schlu8 friither (S. 69/70) schon aus der Reaktionskinetik ge- 
zogen worden. 


Nimmt man die Glycinbildung als Ma8 der Transaminierung, dann entspricht 
einem Ketoglutarat-Defizit von 3 Mol ein zusitzlicher Glyoxylatschwund von 
4 uMol. Von der dadurch wahrscheinlich gemachten Kondensation beider Saéuren 
handelt die II. Mitteilung (FRANKE u. JILGE 1961). 


a-Ketoglutarat- 
bildung 


| Glycinbildung 


3. Glyoxylat + Asparaginat 
Das Ergebnis des Versuchs von Tab.13 war noch tiberraschender als 
das des vorausgegangenen: es wurden nur 68°/, des nach dem Glyoxylat- 
verbrauch zu erwartenden Glycins und iiberhaupt keine Oxalessigsaure 
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gefunden. Von den méglichen Spaltungsprodukten der Oxalessigséure 


a ©0, + CH, - CO - COOH 


“! HOOC -: CH, -+- HOOC - COOH (2) 


HOOC - CH, - CO - COOH 


wurde Brenztraubensdure (nach FRIEDEMANN u. HavuGEn oder 

papierchromatographisch, 8.62/63) nurin Spuren, Oxalsdure tiberhaupt 
nicht gefunden. 

Tabelle 13 Indessen konnte primar 


Bilanz der Asparaginat-Glyoxylat-Transaminierung entstandene Oxalessigsaure 
Substrateinsatz 50Mol; py7,5; Versuchsdauer unter unseren Versuchs- 


2 Std; Umsiatze in «Mol bedingungen auch gar nicht 
SS __ decarboxyliert oder hydro- 
Glyoxylatabnahme | Oxalacetatbildung | Glycinbildung lytisch gespalten worden 


sein, da Oxalessigsiure als 
Substrat von dialysier- 
tem Enzym ohne weitere 
Zusatze praktisch nicht angegriffen wird. Erst nach Zusatz von Manganion (vgl. 
Speck 1949; Puaut u. Larpy 1949; Herpert 1951) oder durch Rohenzym wird 
Oxalessigsiure gespalten, wie die Versuche der Tab.14 mit je 2 ml Enzym zeigen. 


38 | 0 | 26 


Tabelle 14. Enzymatische Spaltung der Oxalessigsdure 
Substrateinsatz 50 uwMol; px 7,2 (Trispuffer); Versuchsdauer 2 Std; 
Umsitze in uMol 


Enzym Oxalacetatabnahme | Oxalatbildung Pyruvatbildung 
dialysiert 2 1 0 
dialysiert + 5 wMol MnSO, 20 14 4,5 
roh 30 23 5 


Die Spaltung durch die C-C-Hydrolase hat den Vorrang vor derjenigen durch 
die /-Decarboxylase. Unsere Befunde stehen mit denjenigen anderer Autoren 
(HayatsHt, SHIMAZONO, Karacrri u. Sarro 1956; Josut u. RAMAKRISHNAN 1959) 
an Asp. niger in Kinklang, wihrend DinLMANN (1957) bei seinem Asp. niger-Stamm 
die Saurespaltung in Extrakten vermibBte. 

Wahrend der Ausfiihrung dieser Untersuchungen wurden wir auf 
eine Ver6ffentlichung von Rurro, RoMANO u. ADINOLFI (1959) aufmerk- 
sam, in der iiber eine Kondensation von Glyoxylsdure mit Oxalessigsaéure 
berichtet wurde, die sowohl in Gegenwart gereinigter tierischer Gewebe- 
extrakte als auch nichtenzymatisch in Gegenwart von Mg” erfolgt; das 
Reaktionsprodukt — vermutet wird Oxalaipfelsiure [HOOC - CH, 
* CHOH (COOH) - CO - COOH]) — konnte noch nicht aufgeklirt werden. 

Zur Priifung dieser interessanten Angaben haben wir Glyoxylat und 
Oxalacetat unter verschiedenen Bedingungen — sowohl enzymatisch 
wie nichtenzymatisch — zur Reaktion gebracht und diese an Hand des 
Glyoxylatschwunds verfolgt. Das Ergebnis zeigt Tab. 15. 


Die Ansitze enthielten 50 uMol Glyoxylat, 50 «Mol Oxalacetat, 2 ml m/10- 
Veronal-Acetat-Puffer py 7,0, 2 ml dialysiertes Enzym oder/und Wasser auf 5 ml. 
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Die Versuche der Tab.15 bestatigen und erweitern die Befunde von 
Rurro u. Mitarb. Wir finden schon ohne alle Zusitze gut meBbaren 
Umsatz, der sich bei Enzymzugabe fast verdoppelt. Mg” und Mn™ 


Tabelle 15. Kondensation von Glyoxylat wnd Oxalacetat unter verschiedenen 
Bedingungen 
Umsiatze in «Mol Glyoxylat, um Glyoxylat-Leerwert korrigiert 


bog nichtenzymatisch enzymatisch 
suchs- 
dauer ohne + 10 »Mol + 10 «Mol ohne + 10 «Mol + 10 uMol 
(Std) Zusatz MgsoO, MnSO, Zusatz MgsO, MnSsoO, 
1 10 32 34 18 24 28 
2 20 50 46 32 48 46 


beschleunigen die nichtenzymatische Reaktion starker als die enzyma- 
tische. Jedenfalls erklart der betrachtliche Umsatz in Gegenwart dialy- 
sierten Enzyms, warum bei der Transaminierung zwischen Asparaginsadure 
und Glyoxylsaure keine Oxalessigsiure oder deren Zerfallsprodukte 
gefunden werden konnten. 

Mit Riicksicht auf angekiindigte weitere Versuche der italienischen 
Autoren haben wir uns mit der Struktur des Kondensationsprodukts 
von Glyoxylsaure und Oxalessigséure nicht naher befaBt. 


4. Pyruvat + Glutaminat 


Eine geringe Glutaminat-Neubildung (1,5 wMol) aus dem Enzym wahrend 
der Inkubation in Tab. 16 ist bei dem angegebenen Wert bereits beriicksichtigt. 


Tabelle 16. Bilanz der Glutaminat-Pyruvat-Transaminierung 
Substrateinsatz 25 wMol; px 7,5; Versuchsdauer 2 Std; Umsatze in «Mol 


Pyruvatabnahme Glutaminatabnahme Ketoglutaratbildung | Alaninbildung 
13,5 | 12,5 | 15,5 | 14,0 


Die recht glatte Bilanz dieser mit tierischem Enzymmaterial ofters 
untersuchten Reaktion (ConEN 1940; Lenarp u. Straus 1942; Dar- 
LING 1945) zeigt, daB sie auch mit Schimmelpilzenzym ohne Neben- 
reaktionen verlauft. Die auf 8. 70 erwahnte Gleichgewichtskonstante K 
berechnet sich zu oS = 1,50, was in Anbetracht der Fehler- 
quellen insbesondere bei der papierchromatographischen Aminosdure- 
bestimmung als sehr befriedigend angesehen werden kann. 


IV. Einige Higenschaften der Glyoxylat-transaminasen 


Bei den Transaminasen handelt es sich um Enzyme sehr unterschied- 
licher Bestandigkeit. Dialysierte Extrakte zeigten beim Aufbewahren bei0° 
nach 6 Tagen einen Aktivitatsverlust der Alanin-Glyoxylat-transaminase 
von etwa 30°/,, der Glutaminat-Glyoxylat-transaminase von tiber 90°/o. 
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Auffallend war, daB bei der iiblichen Dialyse von Rohextrakten tiber 
Nacht bei 5° eine 1,7—2,5fache Aktivitatssteigerung der Alanin-Gly- 
oxylat-transaminase eintrat. (Bei der Glutaminat-Glyoxylat-trans- 
aminase waren wegen der hohen Extrakt-Leerwerte keine zuverlassigen 

Zahlen zu erhalten.) Dieser 
Tabelle 17. Absolute (Qep) und relative Aktivitét Befund spricht fiir die Ent- 


(in Prozent) der Glyoxylat-transaminasen fernung extrakteigener In- 
in Abhdngigkeit von der Dialysendauer Hipitoran durch diana, 
para A: + = lyse. Langerdauernde Dia- 
lyse bewirkt Aktivitatsab- 

a) Alanin-Glyoxylat-transaminase fall, bei der Glutaminat- 

Qop 270 185 | 80 transaminase viel rascher 
°/o Aktivitét | (100) 68 | 30 als bei der Alanin-trans- 
b) Glutaminat-Glyoxylat-transaminase aminase. Tab.17 zeigt das 
Dis 33 1,6 | 0 Ergebnis einer Doppel- 
0/, Aktivitat | (100) 5 0 Versuchsreihe mit ver- 


schiedenen Dialysezeiten. 
Zusatz des Transaminase-Coenzyms Pyridoxal-5-phosphat? 
(m/1000 = 1,25 mg/5 ml) bewirkte in keinem Falle Reaktivierung. 
pu-Stabilitat und Thermostabilitaét wurde nur bei der Alanin- 
Glyoxylat-transaminase eingehender gepriift. 


700 100x———* 


% Aktivitat 


TRIO MTT 20 «IO 40 50°C 60 


8 
PH 
Abb. 8 Abb. 9 


Abb.8. pu-Stabilitét der Alanin-G@Glyoxylat-transaminase. Viertelstiindige Inkubation bei variiertem 
Pu und 25° vor Aktivititsbestimmung bei py 7,5 und 30° 
Abb. 9. Temperaturstabilitit der Alanin-Glyoxylat-transaminase. Halbstiindige Inkubation bei ver- 
schiedenen Temperaturen vor Aktivitiitsbestimmung bei 30°. Gestrichelte Linien zur Ermittlung der 
, ldtungstemperatur** 


Im ersteren Falle wurde je 1 ml dialysiertes Enzym in schwach gepufferter 
Lésung bei verschiedenen py-Werten 15 min lang bei 25° gehalten. Dann wurde 
vorsichtig mit n/10-HCl oder NaOH neutralisiert und nach Zusatz von Phosphat- 
puffer und Substrat im ,,Normalansatz‘‘ bei py 7,5 die Aktivitit bestimmt. 


1 Praparat der Fa. Hoffmann-La Roche, Basel. 
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Im zweiten Falle wurde je 1 ml dialysiertes Enzym auf px 7,5 gepuffert und 
30 min im Thermostaten bei Temperaturen zwischen 30 und 60° gehalten. Hierautf 
wurde in iiblicher Weise im ,, Normalansatz‘ bei pu 7,5 und 30° die restliche Aktivitat 
bestimmt. 

Das Ergebnis beider Versuchsreihen zeigen die Abb.8 und 9. Das 
Enzym weist eine nicht sehr breite Stabilitatszone zwischen py 7,5 und 9 
auf. Bei py 5,5 beginnt deutliche Flockung. Es ist wahrscheinlich, daB 
der steile Abfall der py-Aktivitatskurve zwischen po 9,5 und 10,7 
(Abb.3) durch die Instabilitét des Enzyms bedingt ist; dagegen kann der 
Aktivitatsabfall auf der sauren Seite nicht in dieser Weise erklairt wer- 
den. Die Thermostabilitat des Enzyms ist gering: die ,,Totungs- 
temperatur‘‘ — nach der Definition v. Eutmrs (1925) 50°/,iger Aktivitats- 
verlust nach 30 min — liegt bei 45°. Nach einem orientierenden Versuch 
ist die Glutaminat-Glyoxylat-transaminase noch labiler: die Tétungs- 
temperatur liegt bei héchstens 40°. 


V. Orientierende Reinigungsversuche 

Ditimann (1957) hatte bei der Ammonsulfatfraktionierung von Asp. niger- 
Extrakten eine knapp doppelte Anreicherung der Alanin-Glyoxylat-transaminase 
erzielt, wahrend beider Acetonfraktionierung praktisch keine Anreicherung (<10°/)) 
erfolet war. Unsere Erfahrungen waren genau umgekehrt. Es gelang uns nicht, bei 
Ammonsulfatfraktionierungen in den Sattigungsbereichen 0—30°/), 30—60°/, 
und 60—90°/, Anreicherung des Enzyms zu erreichen. Da Ammonsulfat die Trans- 
aminierung hemmt (DmiMANN 1957), andrerseits mit einem Aktivitatsverlust 
bei langerer Dialyse zu rechnen war, wurde die Aktivitét der drei Fraktionen 
sowohl nach zweistiindiger als nach 15stiindiger Dialyse bestimmt. Alle drei Frak- 
tionen waren nahezu inaktiv. m/1000-Pyridoxalphosphat war ohne reaktivie- 
rende Wirkung. Ebenso erfolglos war ein Versuch, mit auf —20° vorgekiihltem 
Alkohol in den Konzentrationsbereichen 0—25°/,, 25—45°/, und 45—70°/, zu 
fraktionieren. Obwohl bei der Fallung wie beim Abzentrifugieren die Temperatur 
von 0° nicht iiberschritten wurde, zeigten die Fallungen nur minimale Aktivitat. 


Allein durch Fraktionierung mit Aceton bei héchstens 0° war in 
reproduzierbarer Weise eine mehrfache Aktivitatssteigerung zu erzielen. 
Tab.18 enthalt das Ergebnis eines derartigen Reinigungsversuchs an 
einem Rohextrakt, gemessen an der Alanin-Glyoxylat-transaminase. 

50 ml Rohextrakt wurden, ahnlich wie bei Alkohol, mit tiefgekitihltem Aceton 
in drei Fraktionen gefallt. (Eine geringfiigige weitere, bei 75—90°/, Acetongehalt 
fallende Fraktion wurde, weil véllig inaktiv, nicht weiter beriicksichtigt.) Die 
Niederschlige wurden in der Kiihlzentrifuge abzentrifugiert und in je 8 ml Wasser 
aufgenommen. In der Tabelle werden Gesamttrockengewicht, spezifische Aktivitat 
Q.y und Enzymeinheiten (HH) angegeben. 

Wie ersichtlich, erfolgt in der letzten Acetonfraktion eine rund 
3,7fache Enzymanreicherung bei 74°/, Ausbeute. In einem weiteren 
Versuch, in dem von Rohextrakt der Aktivitadt Q.p = 145 ausgegangen 
wurde, fiel in der dritten Fraktion ein Enzym von Qp = 540 an; Enzym- 
anreicherung und -ausbeute waren fast dieselben wie im Versuch der 


Tab.18. 
6* 
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Auch die Glutaminat-Glyoxylat-transaminase fallt qualitativ in der 
gleichen Acetonfraktion wie die Alanin-Glyoxylat-transaminase. Da eine 
quantitative Versuchsauswertung hier infolge der hohen Leerwerte von 
Rohextrakten nicht méglich war, wurde von dialysiertem Extrakt 


Tabelle 18. Verhalten der Alanin-Glyoxylat-transaminase bei der 
Acetonfraktionierung eines Rohextrakts 


ae beer babe i Qe EE 
Rohextrakt 290 67 19400 
Acetonfraktionen : 
0—25°/, 160 1,6 295 
25—45°/, 71 12 860 
45—70°/, 59 245 14300 


ausgegangen. Uberraschenderweise trat in Versuchen mit zwei verschie- 
denen Enzymlésungen, in denen eine 2,5- bzw. 4fache Anreicherung 
der Alanin-Glyoxylat-transaminase beobachtet wurde, praktisch voll- 
standiger Aktivitatsverlust der Glutaminat-Glyoxylat-transami- 
nase ein. 

Zusammenfassung 

1. In Rohextrakten eines Aspergillus niger-Stamms (315) verschwand 
zugesetzte Glyoxylsiure hauptsachlich durch Transaminierung mit 
extrakteigenen Aminosauren, vorzugsweise Glutaminsaure. Der gleiche 
Stamm hatte vor einigen Jahren Glyoxylsdure fast quantitativ zu 
Glykolséure und Oxalsiiure dismutiert. Die Ursache der Anderung im 
physiologischen Verhalten ist noch ungeklart. 

2. In dialysierten Extrakten erfolgt Glyoxylat-Transaminierung mit 
abnehmender Intensitat in der Reihenfolge Alanin > Glutaminsdéure > 
a-Aminobuttersdaure > Glutamin > Asparaginsiure = Asparagin. Die 
Transaminase-Aktivitét ist am gr6Bten nach dreitaigiger Kulturdauer. 
Sie nimmt um das Vielfache zu, wenn statt in reiner Glucose-Nahrlésung 
in milchsaéure- oder besonders in glykolsadurehaltiger Czapek-Dox-Lésung 
geziichtet wird. 

3. Die px-Optima der Glyoxylat-Transaminierung mit Alanin, 
Glutaminat und Asparaginat liegen bei resp. 9,5, 7,5 und 8,0. Die ver- 
gleichsweise untersuchte Glutaminat-Pyruvat-transaminase wirkt bei 
pu 7,0 optimal. 

4. Wahrend die Pyruvat-Transaminierung eine ausgesprochene 
Gleichgewichtsreaktion darstellt, erfolgt die Umaminierung von Glyoxy- 
lat mit Alanin und Glutaminséiure praktisch vollstandig. 

5. Glyoxylat-transaminasen sind in Schimmelpilzen weit verbreitet. 
Obwohl die Umaminierung mit Alanin immer rascher erfolgt als mit 
Glutaminsaure, sind auf Grund des stark schwankenden Aktivitiats- 
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verhaltnisses Alanin-Glyoxylat- und Glutaminat-Glyoxylat-transaminase 
als verschiedene Enzyme anzusehen; letztere ist auch nicht identisch 
mit der Glutaminat-Pyruvat-transaminase. 

6. Die Umaminierungen zwischen Alanin und Glyoxylsiiure sowie 
zwischen Glutaminsaéure und Brenztraubensaure verlaufen ohne Neben- 
reaktionen. Dagegen spielt bei der Glyoxylat-Transaminierung mit 
Glutaminsadure und Asparaginsiure eine sekundire Kondensation der 
primar gebildeten Ketosduren (a-Ketoglutarsiure und Oxalessigsiiure) 
mit Glyoxylsaure eine Rolle. Die letztere Reaktion kann auch schon 
ohne Enzym (besonders in Gegenwart von Mg” oder Mn”) ablaufen. 

7. Die Glutaminat-Glyoxylat-transaminase ist bei Lagerung und 
Dialyse wesentlich unbestandiger als die Alanin-Glyoxylat-transaminase. 
Pyridoxalphosphat reaktiviert nicht. 

8. Zur Reinigung der Alanin-Glyoxylat-transaminase eignet sich die 
Ammonsulfat- und die Alkoholfraktionierung nicht, wohl aber die Ace- 
tonfraktionierung. Die Glutaminat-Glyoxylat-transaminase verliert bei 
Verwendung dialysierter Extrakte ihre Aktivitat unter Acetoneinwirkung 
praktisch vollstandig. 


Frl. Marrra GUNTHER danken wir fiir fleiBige Mitarbeit im spateren Teil der 
Untersuchung. 


Herrn Prof. Dr. J. Straus sind wir fiir die Uberlassung von Raumen und Ein- 
richtungen des Botanischen Instituts sehr zu Dank verbunden. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Gewaihrung 
einer Sachbeihilfe, dem Fonds der Chemischen Industrie fiir Mittel zur 
Literaturbeschaffung. 


Anmerkung bei der Korrektur. Nach AbschluB der vorliegenden Arbeit wurden 
wir auf eine Untersuchung von H. D. McCurpy jr. u. E. C. Canrro [Plant Physiol. 
35, 463 (1960)] aufmerksam, in der unter anderem tiber Isocitritase und Alanin- 
Glyoxylat-transaminase aus Blastocladiella emersonw berichtet wird. Die Angaben 
der Arbeit tiber die Stéchiometrie der Transaminierungsreaktion, die relative Be- 
standigkeit der Transaminase bei Aufbewahrung und Dialyse sowie ihre Inaktivie- 
rung beiAmmonsulfatfallung und folgender Dialyse stimmen mit unseren Befunden 
im wesentlichen tiberein; das gleiche gilt fiir die Aktivitats-py-Kurve, bis auf das 
von den Autoren gefundene Optimum bei px 8,5. Dagegen widerspricht die Angabe, 
da8 die Transaminierung zu einem ausgesprochenen Gleichgewicht fiihre, sowohl 
unseren und Dirimanns Befunden (1957) als auch der Thermodynamik (8S. 70/71). 
Auch fanden die amerikanischen Autoren, auBer mit t-Alanin, mit keiner anderen 
Aminosiure Transaminierung von Glyoxylat. Durch Protaminvorfallung, doppelte 
Acetonfallung und negative Tricalciumphosphat-Adsorption erreichten die Autoren 
eine 80fache Anreicherung der Transaminase gegeniiber dem Rohextrakt. Driickt 
man die Aktivitat ihres reinsten Praparates in unserem Mafstab aus, dann resultiert 
fiir Qep ein Wert von 330 bei 37° und gegeniiber unseren Versuchen verdoppelter 
Substratkonzentration. Beriicksichtigt man nach Tab.8 den Hinflufs der Substrat- 
konzentration und legt man den (nachtraglich bestimmten) Temperaturkoeffizienten 
von 1,65 zwischen 30 und 40° zugrunde, dann erhalt man fiir Yep unter unseren 
Reaktionsbedingungen etwa 125, also einen Wert im Aktivitatsbereich unserer 
dialysierten Rohextrakte. 
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Aus dem Institut fiir Garungswissenschaft und Enzymchemie der Universitat K6ln 


Zum enzymatischen Umsatz von C.-Siuren 
durch Mikroorganismen 


II. Mitteilung 


Uber ein Glyoxylsiiure mit a-Ketoglutarsiiure kondensierendes Enzym 
aus Aspergillus niger 


Von 
WILHELM FRANKE und GERD JILGE* 


Mit 2 Textabbildungen 
(ELingegangen am 24. Dezember 1960) 


In der vorausgehenden I. Mitteilung (FRANKE, JILGE u. EICHHORN 
1961) war einerseits aus Anomalien in der zeitlichen Glyoxylatabnahme 
bei der Transaminierung zwischen Glutaminsaiure und Glyoxylsaure, 
andererseits aus einem Defizit an Glycin und «-Ketoglutarsaure bei der 
analytischen Bilanz dieser Transaminierung auf eine sekundare Konden- 
sation von Glyoxylsdure und «-Ketoglutarséure geschlossen worden. 
Eine ahnliche Kondensation erfolgt offenbar zwischen Glyoxylsaure und 
Oxalessigsaure (RuFrro, RoMANo u. ADINOLFI 1959; FRANKE, JILGE 
u. Ercuuorn 1961). In der vorliegenden Mitteilung sollte versucht 
werden, iiber die enzymatische Natur dieser Reaktion und die Zusammen- 
setzung des Kondensationsprodukts Naheres zu erfahren. 


Methodik 


Es wurde im wesentlichen nach den Angaben der I. Mitteilung gearbeitet. 

An neuen Substanzen kamen Dihydroxyfumarsaure und Diketobern- 
steinsdure der Fa. Fluka, Buchs, zur Verwendung. Aus Dihydroxyfumarsiure 
wurde durch Erwarmen mit HgCl,-Lésung eine Lésung von Mesoxalhalbaldehyd 
(CHO-CO-COOH) hergestellt (DickmNns u. WILLIAMSON 1958); es erfolet dabei eine 
Oxydation der primar durch Decarboxylierung entstandenen Hydroxybrenz- 
traubensaiure, unter Abscheidung von Hg,Cl,. 

Alle Enzymversuche wurden mit dialysierten Extrakten aus Aspergillus niger 
315 ausgefiihrt, der auf glykolathaltigem Czapek-Dox-Nahrmedium 3 Tage ge- 
wachsen war. Die Bestimmung der Glyoxylsiaure erfolgte wieder nach Crrist- 
MAN, Foster u. Esterer (1944), diejenige von Glyoxylsiure + «-Keto- 
glutarsaure nach FRIEDEMANN u. HAUGEN (1948). 

Die Versuchstemperatur war 30°. Gewdhnlich wurden die Ansitze (5 ml) in 
evakuierten Thunberg-Réhrchen inkubiert; einige Warburg-Ansitze (2 ml) dienten 
zur Bestimmung des Gaswechsels. 


* Herrn Prof. Dr. H. Fink zum 60. Geburtstag gewidmet. 
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Die beiden Substrate wurden als Natriumsalze stets in aquimolarer Kon- 
zentration, entweder m/200 oder m/100, eingesetzt. Als ,,Normalansatz‘‘ wird ein 
solcher der folgenden Zusammensetzung bezeichnet: je 0,5 ml m/20-Glyoxylat und 
a-Ketoglutarat (= 25 wMol), 1,25 ml Enzym, 2 ml m/5-Puffer, Wasser auf 5 ml; 
entsprechende Warburg-Ansatze von 2 ml werden als ,,reduzierte Normalansatze“ 
bezeichnet. Unter der Bezeichnung ,,konzentrierter Ansatz‘‘ lauft ein solcher von 
der Zusammensetzung: je 0,5 ml m/10-Glyoxylat und «-Ketoglutarat (= 50 uMol), 
3 ml Enzym, 1 ml m/5-Puffer. 

Die Enzymaktivitat wird durch den Ausdruck 


“Mol Umsatz 


Soe mg Enzymtrockengew. - Std 


wiedergegeben. 
Versuchsergebnisse 
1. Direkter Nachweis der Kondensationsreaktion 


Wahrend die friiheren Argumente fiir eine Kondensation zwischen 
Glyoxylsaure und «-Ketoglutarsdéure indirekter Natur gewesen waren, 
wurden nunmehr die beiden Carbonylverbindungen in einem Normal- 
ansatz direkt zur Reaktion gebracht und diese an Hand des Umsatzes 
beider Substrate gemessen. Tab.1 zeigt das Ergebnis. 


Tabelle 1. Glyoxylat- und Ketoglutarat-Umsatz in Gegenwart dialysierten Enzyms 
Substrateinsatz 25 uMol; px 7,0 (Phosphat) ; Versuchsdauer 1 Std; Umsiatze in ~Mol 


Glyoxylatabnahme | a-Ketoglutaratabnahme 
24,5 (22,5) | 21,2 


Bereits nach 1 Std sind die beiden Substrate zu 85—90°/) umgesetzt. 
Die Sauren reagieren offenbar im Verhaltnis 1:1 miteinander, wie 
besonders deutlich wird, wenn man den um den Glyoxylat-Leerumsatz 
(durch Transaminierung mit extrakteigenen Aminosduren, vgl. I. Mit- 
teilung) korrigierten, eingeklammerten Wert der Glyoxylatabnahme 
zugrunde legt. 

Nichtenzymatisch erfolgt in der Versuchszeit keine Kondensa- 
tion, auch nicht nach Zusatz von 10 uMol Mg” oder Mn” (und Ersatz 
von Phosphat- durch Veronal-Acetat-Puffer), was die Reaktion von der- 
jenigen zwischen Oxalessigsaure und Glyoxylsaure (vgl. I. Mitteilung) 
unterscheidet. 

2. pyq-Abhingigkeit 

Als nachstes wurde der py-Einflu8 auf die Kondensationsreaktion in 
Normalansatzen bei halbstiindiger Versuchsdauer untersucht. In Abb.1 
sind die direkt gemessenen Glyoxylatumsitze mit und ohne Ketoglutarat- 
zusatz aufgezeichnet. Die fast symmetrische Kurve zeigt ein ausgeprag- 
tes Optimum bei pH7,0; sie ware bei Verwendung eines ,,echten* 
AktivitétsmaBes (Reaktionskonstante oder Anfangsgeschwindigkeit, 
vgl. I. Mitteilung) noch etwas steiler. 
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3. Kinetik 


In einem mehrstiindigen Versuch bei pp 7 mit dem erhéhten Sub- 
strat- und Enzymgehalt des ,,konzentrierten Ansatzes‘‘ wurde sowohl die 
Glyoxylat- als auch die Ketoglutarat-Abnahme verfolgt und auBerdem 
in einem Parallelansatz ohne Ketoglutarsiure der Glyoxylat-Leerver- 
brauch (im wesentlichen Transaminierung) bestimmt. Wie Abb.2 zeigt, 
ist der letztere (I) unter den ge- 
wahlten Versuchsbedingungen er- 
heblich, so daB zunachst nur die 
Messung des Ketoglutarat- 
schwunds als zuverlassiges MaB 


Red 
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sehen werden konnte. Immerhin S 
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sich der Glyoxylatverbrauch im Pes 
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Abb. 1 Abb. 2 


Abb.1. pu-Abhingigkeit der Kondensationsreaktion. Glyoxylatabnahme nach 30 min mit (I) und 
ohne Ketoglutarat (IT) 


Abb.2. Glyoxylat-Leerumsatz (I) sowie Ketoglutarat (II)- und Glyoxylatumsatz (III) im vollstin- 
digen System. I + II additiv berechneter Glyoxylatumsatz 


genau durch Addition von Glyoxylat-Leerverbrauch (I) und Ketogluta- 
ratumsatz (II) berechnen laBt (I + IL punktiert); das ist ein erneuter 
Beweis fiir das Molverhiltnis 1: 1 der Kondensationspartner und weiterhin 
dafiir, daB Kondensation und Transaminierung der Glyoxylsiure unab- 
hangig nebeneinander herlaufen. An sich ist die Transaminierung die 
raschere der beiden Reaktionen: in einem Ansatz dihnlich dem der Abb.2, 
aber mit Glutaminat statt Ketoglutarat, betrigt die Glyoxylatabnahme 
in der ersten halben Stunde 25 wMol (gegen 8 wMol Ketoglutarat in 
Abb.2). Unter den Versuchsbedingungen des Kondensationsansatzes 
wirkt jedoch die relativ niedrige Glutaminatkonzentration, die das 


Enzym zu liefern vermag, als begrenzender Faktor der Transaminie- 
rung. 
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Die Kondensationsfahigkeit variierte von Enzymlésung zu Enzymlésung be- 
trachtlich, ohne dafi eine Ursache dafiir gefunden werden konnte. Wahrend bei- 
spielsweise in den Versuchen der Abb.1 und 2 der Glyoxylatverbrauch in Gegen- 
wart von Ketoglutarat drei- bis viermal rascher erfolgte als in ihrer Abwesenheit, 
war in manchen Fallen fast kein Unterschied zwischen beiden Gré8en zu beob- 
achten. In anderen Fallen wieder erhéhte sich der Umsatzfaktor auf etwa acht; 
mit solchen Enzymlésungen wurden die folgenden Warburg-Versuche ausgefiihrt. 


4. Gaswechsel bei der Kondensation 


Da die bisherigen Versuche durchweg im Vacuum ausgefiihrt worden 
waren, war die Entbehrlichkeit von Sauerstoff fiir die Kondensation 
bereits erwiesen. Trotzdem wurde noch ein Warburg-Versuch unter 
Luft ausgefiihrt; in einem Parallelversuch unter Stickstoff wurde auf 
CO,-Bildung wahrend der Kondensation gepriift. Tab.2 enthalt das 
Ergebnis der beiden Versuche. 


Beiden Versuchen von einstiindiger Dauer lagen ,,reduzierte Normalansitze“ 
zugrunde. Im zweiten Versuch wurde bei Versuchsende durch Zukippen von 0,4 ml 
2n-HCl das gesamte CO, ausgetrieben; der im Parallelversuch bestimmte Leerwert 
(CO,-Gehalt von Substrat -+- Enzym + Puffer = 1,1 wMol) ist beim angegebenen 
CO,-Wert bereits abgezogen. Ebenso ist im aeroben Versuch die geringe Leer- 
atmung des Enzyms (0,35 uwMol) bereits in Abzug gebracht worden. Der Gly- 
oxylat-Leerverbrauch war in beiden Fallen 1,3 uMol. 


Tabelle 2. Warburg-Versuche zur Kondensation 


(Umsatze in Mol) 

Umsatze (1 Std) aerob anaerob 
Glyoxylat-Abnahme () $55 9,5 
Ketoglutarat-Abnahme : 8,0 8,0 
O,-Aufnahme 0,63 — 
CO,-Bildung — teal 
O,-Aufnahme in Prozent der Ketoglutarat-Abnahme TBS, — 
CO,-Bildung in Prozent der Ketoglutarat-Abnahme — 89 


Die Versuche besagen, daB bei der Kondensation von Glyoxylsaure 
und Ketoglutarsiure rund 1 Mol CO, abgespalten, Sauerstoff aber inner- 
halb der Versuchsfehler nicht aufgenommen wird. 


5. Orientierender Versuch zur Enzymreingung 
durch Ammonsulfatfraktionierung 


100 ml dialysiertes Enzym wurden in drei Fraktionen mit Ammon- 
sulfat gefillt, die abzentrifugierten Niederschlage in jeweils 100 ml 
m/15-Phosphatpuffer (von pa7) aufgenommen und auf ihr Konden- 
sationsvermoégen im ,,konzentrierten Ansatz“ bei px 7 gepriift. In Tab.3 
ist auBer dem Enzymtrockengewicht der Ketoglutaratumsatz nach 
30 min und die daraus berechnete Aktivitat Q verzeichnet. 
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Durch Ammonsulfatfraktionierung ist demnach eine rund dreifache 
Enzymanreicherung in der Mittelfraktion zu erreichen bei fast 90°/, 
Enzymausbeute. 


Tabelle 3. Aktivitdtsverteilung in Ammonsulfatfraktionen von dialysiertem 


Rohextrakt 
Trockengew. Ketoglutaratumsatz 
ei el mg/ml #Mol/30 min Q 
Rohextrakt dialysiert 8,0 (Py) 0.6 
Ammonsulfatfraktionen : 
0—40°/, Sattigung 4,0 0 0 
40—70°/, Sattigung 2,4 6,3 1,75 
70—90°/, Sattigung 1,2 0 0 


6. Zur chemischen Natur des Kondensationsprodukts 


Nach den in den Abschnitten 1, 3 und 4 mitgeteilten Befunden war zu 
vermuten, da eine Kondensation nach 
COOH 


COOH COOH CO 


CO -+ CHO - COOH -— C(OH) - CO - COOH + CHOH + CO, (1) 


CH, CH, CH, 
CH, CH, CH, 
COOH COOH COOH 


zu a-Keto-f-hydroxyadipinsaure erfolge. Diese Verbindung ent- 
halt die Gruppierung der Hydroxybrenztraubensaéure (HOCH, - 
CO - COOH) und sollte daher wie diese mit einer salzsauren Lésung von 
2,4-Dinitrophenylhydrazin (DNPH) ein orangefarbenes schwerlésliches 
Hydrazon liefern (SPRINSON u. CHARGAFF 1946a). Das war aber nicht 
der Fall. 

Versetzte man naimlich eine Lésung des enzymatisch erhaltenen Konden- 
sationsprodukts mit 2,4-DNPH, so erhielt man nur einen geringen Niederschlag, 
der, wie die papierchromatographische Priifung ergab, ausschlieBlich aus den 
Hydrazonen nicht umgesetzter Reste von Glyoxylsiiure und Ketoglutarsiure 
bestand. Die Verbindung stért auch nicht die Ketosiurebestimmung nach FRrEDE- 
MANN u. Hauaen (1943), die mit EKinwirkungszeiten von maximal 25 min arbeitet 
(vgl. I. Mitteilung). 

Erst bei langerer Einwirkung von Reagens (20 Std bei Zimmer- 
temperatur oder 30 min im kochenden Wasserbad) erhalt man einen tief 
orange gefarbten Niederschlag, der sich mit violetter Farbe in Natron- 
lauge lost und daher bei der Papierchromatographie leicht von den 
Dinitrophenylhydrazonen der iiblichen Ketosiuren (und Glyoxylsiure) 
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unterschieden werden kann, die mit Natronlauge nur eine Rotfarbung 
liefern. Die intensive Violettfirbung des orangefarbenen Niederschlags 
mit Natronlauge spricht fiir ein Osazon. 

Die aus Diketobernsteinsaure und Mesoxalhalbaldehyd dargestellten. 
2,4-Dinitrophenylosazone ergaben mit Natronlauge die gleiche Farbung. Das letzt- 
genannte und dasjenige unseres Kondensationsprodukts zeigten auch ahnliches 
Verhalten gegen Lésungsmittel. Von den giingigen organischen Solventien lieB sich 
nur Tetrahydrofuran zum Lésen und Umkristallisieren verwenden. 

Von dem mehrmals umkristallisierten Osazon war kein Schmelz- 
punkt zu erhalten, da es sich oberhalb 300° zersetzte. Bei der Papier- 
chromatographie in n-Butanol-Wasser-Alkohol-Gemisch 5:4: 1 (vgl. I. Mit- 
teilung) lieferte es einen R;-Wert von 0,44; Rohprodukte zeigten starke 
Schwanzbildung. Eine Verbrennungsanalyse des Reinprodukts (A. Bern- 
hardt, Miilheim/Ruhr) fiihrte zu der Zusammensetzung C,,H,,0,)Ns: 


C H N 
°/, berechnet 41,70 2,86 22,85 
°/, gefunden 41,77 3,06 22,77 


Daraus ergibt sich fiir die N-freie Komponente des Osazons die Zusam- 
mensetzung C;H,O,, die unter anderem dem Ketoglutar-halb- 
aldehyd 

HOOC - CH, CH, - CO - CHO 


zukommt. Die Verbindung 1a8t sich formal vom Reaktionsprodukt der 
Gl. (1) durch eine Dehydrierung und eine Decarboxylierung wahrend der 
Osazonbildung ableiten. Die Bildung dieses Osazons wiirde derjenigen 
von Glyoxal-phenylosazon aus Hydroxybrenztraubensaure ent- 
sprechen, die sich dort nach vorausgegangener Alkalibehandlung der 
Sadure (zwecks Enolisierung) realisieren laéBt (SPRINSON u. CHARGAFF 
1946b). 

Wenngleich die bisherigen Befunde die Reaktionsfolge (1) in gewissem 
Umfang wahrscheinlich machen, ist doch das Ausbleiben einer Hydra- 
zonbildung beim Primarprodukt einstweilen ungeklart; vielleicht liegt 
es in Lactonform vor. Die exakte Identifizierung des Kondensations- 
produkts bedarf noch weiterer Untersuchungen chemischer Natur. 


Zusammenfassung 

1. In dialysierten Extrakten aus Aspergillus niger sowie angereichert 
in einer Ammonsulfatfraktion solcher Extrakte findet sich ein Enzym, 
das Glyoxylsiure und «-Ketoglutarsiure im Molverhaltnis 1:1 konden- 
siert. Die Reaktion, deren pq-Optimum bei 7 liegt, erfolgt ohne Beteili- 
gung von Sauerstoff unter Abspaltung von 1 Mol CO, je Mol der beiden 
Reaktionspartner. Nichtenzymatisch erfolgt in der Versuchszeit kein Um- 
satz, auch nicht in Gegenwart von Mg” oder Mn. 
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2. Das Kondensationsprodukt wird als ein Derivat — wahrscheinlich 
ein Lacton — der «-Keto-f-hydroxyadipinsaéure angesprochen. 
Bei langerer Einwirkung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin entsteht das 
Osazon des «-Ketoglutar-halbaldehyds, der sich vom Primar- 
produkt durch Dehydrierung -++ Decarboxylierung ableitet. 


Fri. Gisnia Ercuuorn danken wir fiir geschickte Mithilfe bei den Versuchen. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir fiir die Gewahrung 
einer Sachbeihilfe unseren Dank aus. 
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Zum enzymatischen Umsatz von (,-Siuren 
durch Mikroorganismen 
III. Mitteilung 
Uber Glyoxylat-reductase aus Aspergillus niger 


Von 
WILHELM FRANKE, GERD JILGE und GISELA EICHHORN* 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 24. Dezember 1960) 


Vor 2 Jahren war iiber eine enzymatische Disproportionierung 
von Glyoxylsadure in Asp. niger-Rohextrakten nach 


2 CHO - COOH + H,0 + CH,OH - COOH + COOH - COOH (1) 


berichtet worden (FRANKE u. DE BoER 1959); bei einer spéteren Unter- 
suchung (FRANKE, JILGE u. EicHHoRN 1961) war die Aktivitat dieser 
,,Glyoxylat-mutase“ bis auf etwa 10°/, zuriickgegangen und im wesent- 
lichen durch eine Transaminierung der Glyoxylsdure mit extrakt- 
eigenen Aminosauren ersetzt worden. Von FRANKE u. DE Bozr war ver- 
mutet worden, da8 die ,, Glyoxylat-mutase“ aus einer Glyoxylat-reductase 
und einer Glyoxylat-dehydrogenase mit DPN oder TPN! als H-Uber- 
trager bestehe. Durch Dialyse zu 2/, bis 3/, inaktivierte ,,Mutase‘‘- 
Lésungen konnten indes durch DPN- oder TPN-Zusatz nicht eindeutig 
reaktiviert werden (FRANKE u. DE BoER 1959). 


Bis jetzt ist nur in Griinpflanzen neben einer schlecht definierten, offenbar 
Oxalat liefernden Glyoxylat-oxydase (KmnTEN u. Mann 1952) eine nach 


CHO - COOH + DPNH’ + H — CH,OH - COOH + DPN’ (2) 
spezifisch mit DPNH reagierende Glyoxylat-reductase aufgefunden worden 
(ZELITCH u. OcHOA 1953, ZELITCH 1955). 


Im folgenden sollte gepriift werden, ob Enzyme der Reduktion und 
Oxydation von Glyoxylsaure in Extrakten von Asp. niger nachweisbar 


waren. 
* Herrn Prof. Dr. H. Fryk zum 60. Geburtstag gewidmet. 


1 DPN, TPN und DPNH, TPNH = oxydierte und reduzierte Formen von 
Di- und Tri-phosphopyridinnucleotid. 
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Methodik 

Alle Versuche wurden mit Extrakten aus Aspergillus niger 315 ausgefihrt, 
der nach den Angaben der I. Mitteilung dieser Reihe (FRANKE, JILGE u. EICHHORN 
1961) auf glykolathaltigem Czapec-Dox-Nahrmedium 3 Tage geziichtet worden 
war. 

Das verwendete Natriumglyoxylat war von uns selbst hergestellt worden 
(Merzier, OLIVARD u. SNELL 1954). Natriumpyruvat (zu einem Vergleichsver- 
such), DPNH und TPNH sowie DPN und TPN stammten von der Fa. Boehringer, 
Mannheim-Waldhof!). Der Gehalt des (schon lingere Zeit gelagerten) DPNH- 
Praparats wurde auf Grund der ,,Biochemica-Informationen‘‘ Boehringer (1957) 
im Eppendorf-Photometer bei 366 mu zu 65°/, bestimmt. TPNH war 75°/,ig, DPN 
und TPN waren jeweils rund 90°/,ig. 

Reaktion (2) wurde an Hand der DPNH- bzw. TPNH-Abnahme, die Reaktion 


CHO - COOH + H,0 + DPN’* (TPN’) > COOH - COOH + DPNH (TPNH) + H° 
(3) 
an Hand_der DPNH- (bzw. TPNH-)Bildung spektrophotometrisch verfolgt. 

Alle Versuche wurden zunachst in Thunberg-Réhrchen vom Keilin-Typ (mit 
Schliffkélbchen) ausgefiihrt; nach Evacuierung und Nullpunktseinstellung am 
Photometer wurde die Nucleotid-Komponente zugekippt, sofort mit den Extink- 
tionsmessungen begonnen und diese 20—30 min fortgesetzt. Wenn, wie bei gereinig- 
ten Enzymlésungen, mit einer Einwirkung des Luftsauerstoffs nicht zu rechnen 
war, wurden genauere Messungen in 1 cm-Kiivetten ausgefiihrt. Samtliche Mes- 
sungen liefen bei Zimmertemperatur (23 + 1°). 

Ein gebrauchlicher Ansatz (,,Normalansatz‘‘) enthielt z. B. in 3,5 ml: 50 wMol 
Glyoxylat, 2 .Mol DPNH oder TPNH (= 2 mg 65°/,ig baw. 75°/,ig), 0,25 ml Enzym, 
1 ml m/5-Phosphatpuffer py 7. Ein anderer Ansatz (,,verdiinnter Ansatz‘‘) enthielt 
im gleichen Volumen nur 10 «Mol Glyoxylat, 1,5 mg DPNH bzw. TPNH, 0,1 ml 
Enzym (gereinigt), 1 ml m/5-Puffer py 7. 


Versuchsergebnisse 


1. Glyoxylat-reductase 


Zunachst wurde in einem Normalansatz mit Rohenzym der Gang der 
Extinktion ohne und mit Glyoxylatzusatz im Vacuum verfolgt. Das 
Ergebnis zeigt Abb.1a. Ersichtlich wird durch Glyoxylat ein betracht- 
licher DPNH-Schwund verursacht (I), womit bereits die Gegenwart 
einer Glyoxylat-reductase erwiesen ist. Aber auch ohne Glyoxylat 
erfolgt schon eine langsame DPNH-Abnahme (II), die wohl auf extrakt- 
eigene H-Acceptoren zuriickzufiihren ist. Um diese Stérung nach Még- 
lichkeit auszuschalten, wurden 20 ml Rohextrakt fraktioniert mit 
Ammonsulfat gefallt, und zwar entsprechend den Sattigungsgraden 40, 
70 und 90°/,. Die abzentrifugierten Niederschlige wurden wieder in je 
20 ml m/15-Phosphatpuffer aufgenommen und auf ihren Gehalt an 
Glyoxylat-reductase gepriift; in Abb. 1b—d sind jeweils die Extinktions- 
abnahmen mit (I) und ohne Glyoxylat (II) aufgezeichnet. 


' Wir danken der Biochemischen Abteilung dieser Firma fiir die kostenlose 
Uberlassung von 10 mg TPNH. 
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Das Ergebnis ist, daB in der Mittelfraktion (Sattigungsgrad 40 bis 
70°/,) die gesamte Reductase-Aktivitét vorhanden ist, wihrend ohne 
Glyoxylatzusatz praktisch kein DPNH-Verbrauch mehr erfolgt. Da das 
Trockengewicht des Rohenzyms 7,2 mg/ml, dasjenige der Mittelfraktion 


nur 2,5 mg/ml betrug, bedeutet dies eine Enzymanreicherung auf das 
rund Dreifache. 


Die angereicherte Fraktion zeigte relativ gute Bestandigkeit: nach 20stiindiger 
Aufbewahrung bei 5° war die Aktivitat praktisch unverandert, nach ebenso langer 
Dialyse gegen dest. Wasser von 5° war sie nur um etwa 20°/, abgesunken. 


4¥ 
E 
42 
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Abb.1. Extinktionsabnahme bei 366 my wahrend der Hinwirkung verschiedener Enzympraparat® 
(a—d) auf DPNH in Gegenwart (I) und Abwesenheit (II) von Glyoxylat. a Rohenzym, b—d Ammon- 
sulfatfraktionen; b 0O—40°/, Sattigung; c 40—70°/, Sattigung; d 70—90°/, Sattigung 


Es fiel an Abb.1a und 1c auf, daB trotz groBen Glyoxylatiiberschus- 
ses der DPNH-Umsatz nicht vollstandig war. Dies konnte auf ein 
Gleichgewicht der Reaktion (2) zuriickgehen. Da Thunberg-Rohrchen 
zu exakten Extinktionsmessungen wenig geeignet sind, wurde ein Ver- 
such ahnlich demjenigen der Abb.1c in der 1 cm-Kiivette ausgefiihrt. 
Folgende Extinktionswerte wurden gemessen 


nach Minuten | 0 | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 7 | 10| 15 | 20_ 
E | 1,9 | 1,4 | 1,1 | 0,85] 0,70] 0,55] 0,35] 0,20) 0,10] 0,10 


Es bleibt also auch hier eine Restextinktion, die etwa 5°/, des Aus- 
gangswerts ausmacht. Bei Vorliegen eines Gleichgewichts war ein Ab- 
sinken dieses Wertes bei Erhéhung der Glyoxylatkonzentration zu er- 
warten. Aber auch bei Verdoppelung und Vervierfachung der letzteren 
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(entsprechend 100 bzw. 200 wMol im Ansatz) blieb die Endextinktion 
von 0,10 erhalten. Es mu8 daher angenommen werden, da8 das verwen- 
dete DPNH-Praparat bei 366 mu absorbierende, jedoch enzymatisch 
inaktive Verunreinigungen (z. B. Nicotinamid-mononucleotid) enthalt 
oder daB solche Stoffe wahrend der Inkubation (z. B. durch eine Nucleo- 
tid-pyrophosphatase, vgl. KornBpERG u. LinpBERG 1948, KORNBERG u. 
Pricer 1950; JACOBSON u. Kapian 1957) gebildet werden. 


Wir wurden spater auf Gleichgewichtsmessungen an der Glyoxylat-reductase 
aus Blattern (ZELItcH 1955) aufmerksam, nach denen bei px 7 


(Glykolat) (DPN) 


SY See Ne LS BETO? 
= 7 Givoxylaty(DENH) foe 


K 


ist, was unter unseren Konzentrationsbedingungen praktisch einer Irreversiblitat 
gleichkommt. 


Es wurde weiter gepriift, ob auch TPNH bei der Reductase-Reaktion 
wirksam ist. Dies war in der Tat der Fall. Zum Vergleich der Reaktions- 


5 70 % 20 e&min# 0 
Abb. 2 Abb. 3 


Abb. 2, Extinktionsabnahme (366 mu) yon DPNH und TPNH mit Glyoxylat in Gegenwart einer 
Ammonsulfatfraktion (Sittigungsgrad 40—70°/,) 


Abb.3, Extinktionsabnahme (366 mu) von DPNH mit Glyoxylat (I) und Pyruvat (IL) in Gegenwart 
einer Ammonsulfatfraktion (Sittigungsgrad 40—70°/,) 


geschwindigkeiten wurde bei geringerer Substrat- und Enzymkonzen- 
tration (im ,,verdiinnten Ansatz‘‘) die Extinktionsabnahme im Vacuum 
sowohl mit DPNH als auch TPNH gemessen. Das Ergebnis ist in Abb.2 
enthalten. 


Man erkennt, da die Extinktionsabnahme im praktisch linearen 
Anfangsbereich der Reaktion bei TPNH rund zehnmal rascher erfolgt 
als bei DPNH; auch bei TPNH beobachtet man eine geringe Rest- 
extinktion von etwa 5°/) des Ausgangswerts. Die wesentlich gréBere 
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Aktivitét von TPNH unterscheidet das Pilzenzym vom Griinpflanzen- 
enzym: dort hatten schwach gereinigte Blattextrakte etwa fiinfmal rascher 
mitDPNHals mit TPNH reagiert (Zetrrcn u. Ocuoa 1953), wahrend 
kristallisiertes Enzym iiberhaupt nur mehr DPNH umsetzte (ZELITCH 
1955). Die Frage, ob das Pilzenzym eine Doppelspezifitat aufweist oder 
in Wirklichkeit aus zwei Enzymen besteht (wie dies Zexrrcu fiir das 
schwach gereinigte Griinpflanzenpraparat annimmt), mu8 durch weitere 
Reinigung entschieden werden. 


Da das Griinpflanzenenzym weder im teilweise noch im vollstandig 
gereinigten Zustand mit Brenztraubensdure reagiert, wurde auch das 
Verhalten einer aktiven Ammonsulfatfraktion des Pilzextrakts gegen- 
tiber Glyoxylat und Pyruvat in ,,Normalansitzen“ verglichen. Wie 
Abb. 3 zeigt, reagiert das Pilzenzym auch mit Pyruvat (II), allerdings 
rund 51/,mal langsamer als mit Glyoxylat (I). Es ist anzunehmen, da8 
die Wirkung auf Brenztraubensdure noch in den Spezifitatsbereich der 
Glyoxylat-reductase fallt; unwahrscheinlich ist, daB es sich um die rever- 
sible Wirkung einer eigenen Lactat-dehydrogenase handelt, zumal 
ein solches, mit DPN oder TPN reagierendes Enzym friiher in Extrak- 
ten aus Asp. fumigatus vermiBt worden war (FRANKE u. SCHULZ 1956). 
Endgiiltige Aussagen wird auch hier erst die Enzymreinigung erlauben. 

Milchséure- und Glykolsiure-Oxydation werden in Schimmelpilzen durch eine 
weitverbreitete Lactat- = Glykolat-,,oxydase“‘ bewirkt (FRANKE u. SCHULZ 
1956), die sicher kein Pyridin-Proteid, sondern wahrscheinlich ein Flavin-Proteid 


ist (CastpA u. Kntaur 1954). Die Kombination einer nach (2) reagierenden Glyoxy- 
lat-reductase mit einer Glykolat-oxydase 


CH,OH - COOH + 0, > CHO - COOH + H,0, (3) 


koénnte auch in Schimmelpilzen ein generelles, terminales Oxydationssystem 
fiir den durch zahlreiche Dehydrogenasen von Pyridinproteid-Natur gelockerten 
Wasserstoff darstellen, ahnlich wie dies fir Griinpflanzen wahrscheinlich gemacht 
worden ist (ZELITCH u. OcHOA 1953, ZELITCH 1955). 


2. Glyoxylat-deh ydrogenase 


Zum Nachweis dieses Enzyms in den Pilzextrakten wurden in ,,ver- 
diinnten Ansatzen“ sowohl Rohenzym als auch die einzelnen daraus erhal- 
tenen Ammonsulfatfraktionen im Vacuum mit DPN und TPN inkubiert. 
In keinem Falle war im Verlaufe von 30 min eine merkliche Extinktions- 
zunahme durch Bildung von DPNH oder TPNH feststellbar. Dieser 
Befund macht — zum mindesten fiir den jetzigen physiologischen 
Zustand des Pilzstamms — den in der Einleitung vorgebrachten Deu- 
tungsversuch fiir den Mechanismus der Glyoxylat-Dismutation sehr 
unwahrscheinlich. Ob vielleicht die Aktivitat des Enzyms friiher groBer 


war, bleibt ungeklart. 
7% 
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Zusammenfassung 


1. In Rohextrakten aus Aspergillus niger findet sich eine Glyoxylat- 
reductase, die durch Ammonsulfatfraktionierung mehrfach angereichert 
werden kann. Im Gegensatz zum DPNH-spezifischen Griimpflanzen- 
enzym reagiert sie bevorzugt mit TPNH und vermag offenbar auch — 
wiederum abweichend vom Griinpflanzenenzym — Brenztrauben- 
siure, wenngleich langsamer, zu hydrieren. Méglicherweise stellt die 
Kombination von Glykolat-,,oxydase“ und Glyoxylat-reductase auch 
in Schimmelpilzen ein terminales Oxydationssystem fiir den durch 
pyridinnucleotid-abhaingige Dehydrogenasen labilisierten Wasserstoff dar. 

2. Kine mit DPN oder TPN reagierende Glyoxylat-dehydrogenase 
war in den Pilzextrakten nicht nachweisbar. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Gewahrung einer 
Sachbeihilfe. 
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Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin und dem Zoologischen Institut 
der Universitat Leipzig, Abt. fiir Trink-, Brauch- und Abwasserbiologie 


Massenvorkommen von 
Synechococcus plancticus noy. spec., einer solitiiren, 
planktischen Cyanophycee, in einem Abwasserteich 


Beitrag zur Kenntnis der sogenannten ,,u-Algen‘ 


Von 
G. DREWS*, H. PRAUSER und D. UHLMANN 


Mit 8 Textabbildungen 
(Hingegangen am 8. Dezember 1960) 


Im Plankton mancher Gewasser ist zu bestimmten Jahreszeiten eine 
auffallige Entwicklung sehr kleiner, chlorophyllhaltiger Organismen zu 
beobachten, die man aus praktischen Griinden zur Gruppe der u-Algen 
zusammenfaBt (RODHE 1955). Vor allem unter den kleinsten dieser For- 
men, die von manchen Autoren z.T. auch als Ultra-Protococcales, Ultra- 
plankter oder small forms bezeichnet werden, gibt es solche, die wegen 
ihrer geringen morphologischen Differenzierung nicht oder nur unsicher 
einzuordnen sind. Dies ist um so bedauerlicher, als sie besonders im Plank- 
ton nahrstoffreicher Gewasser quantitativ eine groBe Rolle spielen kén- 
nen. Offenbar sind sie auch weltweit verbreitet. 

Auf Grund des mikroskopischen Bildes kann man haufig nicht ent- 
scheiden, ob diese Organismen zu den Bakterien, Cyanophyceen, Chloro- 
phyceen oder Xanthophyceen gehéren. Auch bei bester Optik erscheinen 
die Zellen wegen ihrer Kleinheit und unter Umstanden relativen Pigment- 
armut haufig fast farblos. PrincsHEIM (1949) weist auf die Schwierig- 
keit der Zuordnung von Organismen dieser GroBenordnung zu bestimm- 
ten systematischen Gruppen hin. Wirklich augenfallig werden solche 
Formen erst dann, wenn bei einer intensiven Vegetationsfarbung groBere 
bzw. bekannte chlorophyllfiihrende Organismen nur in relativ kleinen 
Mengen mikroskopisch nachgewiesen werden kénnen. Das bedeutet, daB 
besonders bei geringeren Abundanzwerten diese Formen nicht als auto- 
trophe Komponenten erkannt, sondern zu den Bakterien gerechnet 
werden. Mit der gebrauchlichen Plattenkultur sind sie aber verstand- 
licherweise auch nicht als solche nachweisbar, weil sie auf den iiblichen 
Nahrbéden nicht anwachsen (VINBERG u. StvKo 1952). 


* Jetzige Anschrift: Freiburg i. Br., Schanzlestr. 9 
Arch, Mikrobiol., Bd. 39 
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Es gelang jedoch fiir die vorliegende Untersuchung, die Anreiche- 
rungskultur mit Wasser vom natiirlichen Standort so zu lenken, dah 
praktisch reines Material vorlag. Damit war die Voraussetzung geschaf- 
fen, um mit Hilfe von Pigmentanalysen und Substrukturforschung die 
lichtmikroskopischen und 6kologischen Daten zu erganzen, die allein die 
Frage der taxonomischen Zuordnung nicht zu kléren vermochten?. 


Cytologie 


Der Organismus ist ein kleines, ovoides bis staébchenformiges Ge- 
bilde mit abgerundeten Enden, einem Durchmesser von 0,9—1,1 und 
einer Lange von 1,5—3 yu (Abb.1). Die Individuen bilden keine Kolonien 

und schweben als Einzelstabchen frei im Wasser. 

é o GeiBeln werden nicht ausgebildet. Eine Be- 

wegung war nicht zu beobachten. Das aus 

‘ e if einer Suspension gewonnene Sediment zeigt 
schleimige Konsistenz. 

e* . Bei mikroskopischer Betrachtung im Hell- 

feld erscheinen die Zellen homogen. Gasblasen 

) Sy @ @ sind nicht zu erkennen. Wenn man die Keime 

auf Gelatine mit erhdhtem Brechungsindex 

~ (1,38) praépariert (MOLLER 1956) und im Phasen- 

kontrastmikroskop betrachtet, so erkennt man 

ee X elnzelne, dunkel erscheinende Granula. Nur 

4 { \ ein Teil von diesen farbt sich mit Toluidinblau 


® ; ee ; ; 
é oe metachromatisch. Die Farbbarkeit der meisten, 
ex © vor allem der zentral liegenden Granula nach 


Abb. 1. Synechococcus plancti- — Siurehydrolyse mit basischen Farbstoffen weist 
cus. Phakoaufnahme der leben- i iy 


den Zelle. 1500: 1. Die Zellen darauf hin, daB nur vereinzelt metachroma- 
trates Pies Soeah ees tische, polyphosphathaltige Granula ausgebildet 
zum Teil zusammen werden. Die iibrigen Granula, meist 1—2, ver- 
einzelt auch 3, zentral gelegen, enthalten wahr- 
scheinlich Nucleinsauren. Farbt man die Zellen nach Osmiumfixierung mit 
Azur I (0,25°/jig, waBrig mit Zusatz von 0,2°/, Thionylchlorid) oder 
Giemsa, so erscheint die gesamte Zelle gleichmaBig kraftig blau bis blau- 
violett. Kine nach der Fixierung durchgefiihrte Saéurehydrolyse (3 min, 
n/t HCI, 60°C) bewirkt, daB das Cytoplasma sich nicht oder kaum noch 
farbt, dagegen die genannten granuliren Bezirke blau tingiert werden. 
Das regelmaBige Auftreten dieser Gebilde laBt vermuten, daB sie Teile 
des Kernaquivalentes sind. Sie konnten auch bei einer fadigen Cy- 
anophycee nachgewiesen werden (Abb. 4). 


' Bisher wurde angenommen (UHLMANN 1959), dafs der Organismus in die Gat- 
tung Nannochloris Naumann gehort. 
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Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung wurde das Material in gepuf- 
ferter (Veronal-Acetat-Puffer 0,014 mol, px 7,0), 0,5°/siger Kaliumpermanganat- 
l6sung unter Zusatz von 0,05°/, MgCl, und 0,01°/, CaCl, oder in gepufferter, 1°/,iger 
Osmiumtetroxydlésung fixiert. Die Pufferung erfolgte mit Kaliumbichromat- oder 
Veronal-Acetat-Puffer. Nach dem Entwassern wurde in Metacrylat (Butyl: Methyl- 
Metacrylsiureester — 8+ 2) eingebettet. Die Schnitte wurden mit den Ultra- 
mikrotomen nach NrkLowrrz bzw. nach SsJésTRAND geschnitten und in dem elektro- 
statischen Elektronenmikroskop der Firma C. Zeiss, Jena betrachtet. 


Abb. 2 Abb. 3 
Abb. 2. Synechococcus plancticus. Fixierung mit OsO,. Ultradiinnschnitt. Originalaufnahme, wie auch 
bei den folgenden Abbildungen, 11000:1; nachvergréB8ert. mGr metachromatisches Granulum, 
zG@r Granulum im Centroplasma, Chr Chromatoplasma mit lamelliger Schichtung 


Abb.3. Synechococcus plancticus. Fixierung mit KMnO,. ZL Lamellen im Chromatoplasma, zGr 
siehe Abb. 2 


Im Elektronenmikroskop ist kein Zellkern, der eine Kernmembran 
enthalt, zu erkennen. Die zentralen Partien erscheinen aufgelockert, ahn- 
lich wie wir es auch bei den Bakterien beobachten kénnen (Abb. 2) oder 
nach KMn0O,-Fixierung weitgehend herausgelést (Abb.3 und 5b). Im 
Bereich des Kernaquivalentes liegen die auch nach Saurehydrolyse 
kraftig mit basischen Farbstoffen farbbaren granularen Gebilde, die sich 
submikroskopisch durch das Fehlen eines starken Kontrastes und einer 
Grenzschicht oder Membran charakterisieren lassen (Abb. 3). 

Zwischen Kernaquivalent und Zellwand sieht man haufig 2, verein- 
zelt auch 3 kontrastreiche Linien, die konzentrisch das Zellinnere um- 
geben (Abb.3 und 5a). In hochaufgelésten Schnitten erkennt man, dab 
sie aus kontrastreichen Doppellinien bestehen, die einen Abstand von 
10 my haben (Abb. 5b). In Osmium-fixierten Einbettungen erscheint das 

8* 
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periphere Cytoplasma geschichtet (Abb. 2). Vergleicht man eine groBere 
Anzahl von Lings-, Quer- und Tangentialschnitten, so ergibt sich eine 
kugelschalenformige Anordnung lamelliger Gebilde. Eine ahnliche Struk- 
turierung ist von VarrerR u. Mitarb. (1959) bei Rhodomicrobium vannielit 


Abb. 5a 


Abb. 4 
Abb. 4. Phormidium spec. Fixierung mit 
KMnO,. Abkiirzungen siehe Abb, 2 und 3 


Abb.5. Synechococcus plancticus. 
S Zellwand, Z Schleimhiille, siehe Abb, 3 


beobachtet worden. Die Zel- 
len der in Abb.4 wieder- 
gegebenen fadigen Blaualge 
stimmen in ihrem Aufbau 
weitgehend mit dem hier zu 


beschreibenden Organismus 


Abb. 5b 


iiberein. 

Wenn man durch Ultraschall die Zellen zerstért und nach Zentrifuga- 
tion bei 6000 U die ganzen Zellen abtrennt, so kann man in der Ultra- 
zentrifuge aus dem Uberstehenden ein griin gefiirbtes Sediment erhalten 
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(50000 x g), das die Pigmente enthalt. In Ultradiinnschnitten durch die- 
ses Sediment sieht man lamellenformige Gebilde, die sich damit als Trii- 
ger des Chlorophylls erweisen. 

Im Schnitt ist auch deutlich eine Schleimhiille zu erkennen, die sich 
meistens beim Schrumpfen des Objektes von diesem abhebt (Abb.5 und 6). 


- =. te 


Abb.6. Synechococcus plancticus. Beginnende Zellteilung (— ). Die Schleimhiille (S) ist abgehoben 


Die Zellwand ist doppelschichtig (Abb.7). Die Vermehrung der Zelle 
beginnt mit einer Einschniirung in der Teilungsebene (Abb. 6). 

Die elektronenmikroskopischen Unter- 
suchungen der letzten Jahre haben gezeigt, 
da auch bei Bakterien und Cyanophyceen 
das Chlorophyll an Strukturen gebunden ist 
(NrKLowiTz u. Drews 1956/57; VaTTER 
u.WoLFE 1958; HicKMAN u. FRENKEL 1959: 
Drews 1960). Diese sind im einzelnen recht 
verschieden gestaltet, lassen sich aber auf 
zwei Grundtypen zuriickfiihren. Das eine Bau- 
prinzip ist z.B. bei Rhodospirillum rubrum 
und Chromatium verwirklicht. Bei diesen 
Organismen sind die Assimilationspigmente 
in kleinen blaschenformigen Gebilden, die in 
groBer Zahl in der Zelle enthalten sind, 
lokalisiert. Das andere Bauprinzip treffen 
wir bei den Cyanophyceen, aber auch bei 
Rhodospirillum molischianum. Man findet 
hier Lamellen, die zumeist in bestimmter es! ECE Aa 
Anzahl parallel verlaufend zu Aggregaten Zellwand (Z) 
vereinigt sind. Die Lamellen zeigen mannig- 
faltige, von der Art und dem Alter der Kultur abhangige Anord- 
nungen. Sie enden frei im Cytoplasma und sind nicht in Chloroplasten 
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zusammengefaBt. Dem zuletzt genannten Typ kann man auch die bei 
dem hier beschriebenen Organismus beobachteten Strukturen zuordnen. 

Cytologisch ergibt sich also aus den genannten Befunden, dap der vor- 
liegende Organismus keinesfalls eine Griinalge ist, da sowohl ein selbstindi- 
ger Chloroplast als auch ein echter Zellkern fehlen. Kine Diffenzierung 
zwischen Bakterien und Cyanophyceen laBt sich aus den cytologischen 
Daten jedoch nicht ableiten. 


Pigmente 


Die Farbe einer Suspension des griinen Mikroorganismus ist trotz 
eines leichten Blaustiches am ehesten mit der einer Kultur einzelliger 
Griinalgen vergleichbar. Der Blaustich kann fehlen, ohne da’ ein wesent- 
licher Unterschied in der arten- und mengenmaBigen Zusammensetzung 
der Population zu bemerken ist. Demnach ist die Farbe in gewissen 
Grenzen von den Entwicklungsbedingungen abhangig. Sie gestattet in 
jedem Falle eine klare Unterscheidung von den farblosen Bakterien, deren 
Anteil in der Rohkultur sehr klein war. AuBerdem lieBen sich nur ganz 
vereinzelte Chlorellen feststellen. Die Zellen des kleinen Einzellers zeigen 
im Luminescenzmikroskop rote Primarfluorescenz. 


Die Suspension wird zentrifugiert, das Sediment auf seine Organismenzusam- 
mensetzung mikroskopisch gepriift und im Morser mit Sand zerrieben. Der Aceton- 
extrakt erhalt einen kleinen Pentanzusatz. Die lipophilen Pigmente werden mit 
Wasser in das Pentan getrieben. Nach dessen Abtrennung und Trocknung mit 
wasserfreiem Natriumsulfat wird die Pigmentlésung auf die Startpunkte von 1 cm 
breiten und 12 cm langen Filterpapierstreifen (Schl. u. Sch. 2043b) gebracht. Ent- 
wickelt wird mit Pentan-Aceton-Gemischen in verschlossenen Reagensglasern. Bei 
einem Verhaltnis von 10:1 treten in der Reihenfolge zunehmender R;-Werte fol- 
gende Flecke auf: 

1. an der Basis ein kleiner blaf-orangefarbener Fleck ; 

2. ein citronengelber Fleck; 

3. ein blaugriiner Fleck, der im UV-Licht rot fluoresciert ; 

4. ein eingebuchteter gelb-orangefarbener Fleck und 

5. an der Front ein gelber Fleck. 

Das verwendete Pentan-Aceton-Gemisch gestattet die Trennung von 
Chlorophyll a und b. Da hier nur ein Fleck vorhanden ist und Chloro- 
phyll b nur gemeinsam mit Chlorophyll a auftritt, zeigt bereits das Uber- 
sichtschromatogramm das Fehlen von Chlorophyll b. Es konnte auch im 
UV-Licht keine Spur eines zweiten griinen Pigmentes gesehen werden. 

Die Identifizierung des griinen Pigmentes erfolgte durch sein Absorp- 
tionsspektrum. 


Zur Vortrennung wurde die Pentanlésung der Pigmente mehrmals mit 92°/,igem 
Methylalkohol geschiittelt, der die hypophasischen Pigmente aufnimmt. Das griine 
Pigment und das ebenfalls im Pentan verbleibende Carotin werden nach strich- 
formigem Auftragen auf Schl. u. Sch.-Karton 2071 mit einem Pentan-Ather- 
Gemisch (7:4) getrennt. Das griine Pigment wird mit Aceton eluiert und die Ab- 


sorption in den einzelnen Wellenbereichen mit Hilfe eines Spektrophotometers 
(C. Zeiss, Jena) gemessen. 
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Nachstehend sind die Absorptionsmaxima denen vom Chlorophyll a 
gegeniibergestellt. 

Chlorophyll a (Mackrnney, 1948) 410, 430, 535, 580, 615, 663 mu, 

untersuchtes Pigment 410, 480, 535, 580, 615, 660 mw. 


Lésungsmittel ist Aceton. 


Wie der Vergleich zeigt, stimmen die Maxima iiberein. Auch die 
Kurven entsprechen einander fast vollkommen. Die Absorptionsspektren 
der anderen bekannten griinen Assimilationspigmente sind so abwei- 
chend, daf} sie hier nicht erértert zu werden brauchen. Das vorliegende 
griine Pigment ist eindeutig Chlorophyll a. 

Zur Untersuchung der gelben Pigmente reichte das Material nicht 
aus. Fiir unsere Frage spielen sie nur eine untergeordnete Rolle. Erfah- 
rungsgema8 riihren die Flecke 2 und 4 von Phytoxanthinen her, der 
Fleck 5 von einem oder zwei der Carotine. Der Fleck 1 diirfte ein Zer- 
setzungsprodukt eines Phytoxanthins sein. 

Der Riickstand des Acetonextraktes zeigte in feuchtem Zustand eine 
schmutzig-blaugriine Farbe. Nach mehrmaligem Waschen mit Aceton 
und Trocknen im Vakuum wurde der Riickstand mit dest. Wasser extra- 
hiert und der Extrakt zentrifugiert. Die iiberstehende, rein blaue Losung 
hatte ein Absorptionsmaximum bei 613 my und ein zweites bei 415 mu. 
Nach einem Minimum bei 400 my nimmt die Extinktion im UV-Licht 
wieder zu. 

Das Maximum bei 613 my stimmt ganz gut mit dem des C-Phycocyans 
iiberein, das fiir eine reine waBrige Losung mit 620 my und fiir eine nicht 
ganz reine mit 612 my angegeben wird (Haxo; O’HEocuHE u. Norris 
1955). Die Herkunft des zweiten Maximums und die starke Absorption 
im UV-Licht bleiben ungeklart. Es muB beachtet werden, da wegen der 
geringen Materialmenge in unserem Falle die Extraktion des Phycocyans 
erst nach der Extraktion der lipophilen Pigmente vorgenommen werden 
konnte. 

Nach den iiblichen morphologischen Untersuchungen miissen fiir den 
Organismus folgende Gruppen in Betracht gezogen werden: Die Unter- 
ordnung Rhodobacteriineae innerhalb der Bakterienordnung der Pseudo- 
monadales, die Cyanophyceae, die Chlorophyceae und zur Sicherheit noch 
die Xanthophyceae. Wenn auch die Zahl der im Hinblick auf ihre Pig- 
mente untersuchten Arten fiir die verschiedenen groBen Sippen noch 
relativ gering ist, so wird doch das Vorkommen bestimmter Pigmente 
fast allgemein als beweiskraftig fiir eine entsprechende Sippenzugehorig- 
keit angesehen. 

In den Thiorhodaceae und den Athiorhodaceae wird das griine Bakterio- 
chlorophyll von Carotinoiden iiberdeckt. Die Populationen erscheinen 
demnach rot, violett oder braiunlich. Die Vertreter der Chlorobacteriaceae 
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enthalten ein griines Chlorophyll-Pigment, das Bacterioviridin. Die 
Zellmassen sind gelbgriin gefarbt. Die Cyanophyceae fiihren neben 
Chlorophyll a und einigen Carotinoiden das wasserlésliche blaue C-Phyco- 
cyan, eine Reihe von Arten auBerdem wechselnde Mengen des roten 
C-Phycoerythrins. Aus dem jeweiligen Anteil der Farbstoffe resultiert die 
Farbe der Organismen. In den Chlorophyceae kommt das Chlorophyll a 
stets mit dem Chlorophyll b zusammen vor. Trotz der begleitenden 
Carotinoide sind die Zellen fast immer rein griin gefarbt. Demgegeniiber 
fehlt den Xanthophyceae das Chlorophyll b. Ein relativ groBer Carotinoid- 
anteil 1aBt sie meist gelbgriin erscheinen. Demnach miissen die Chloro- 
phyceen fiir den hier untersuchten Organismus wegen des Fehlens von 
Chlorophyll b ausgeschlossen werden. 

Das Absorptionsspektrum des griinen Pigments beweist die Identitat 
mit Chlorophyll a. Dieser Befund schlieBt die Zugehdrigkeit zu den 
Bakterien aus, jedoch nicht die zu den Xanthophyceen. Da es sich bei 
dem wasserléslichen blauen Pigment mit gréBter Wahrscheinlichkeit um 
C-Phycocyan handelt und wasserlésliche, blaue Pigmente bei den 
Xanthophyceen nicht bekannt sind, darf die Zugehérigkeit zu den 
Cyanophyceen als sicher gelten. Die morphologischen und 6kologischen 
Befunde stehen hierzu nicht im Widerspruch. 

In diesem Zusammenhang diirfen Untersuchungen von GoDNEV u. 
VINBERG (1951) nicht unerwahnt bleiben. Sie fanden in einem ,,griinen 
Bakterium“, das sich stoffwechselphysiologisch ganz wie eine Griinalge 
verhalt, Chlorophyll a und b. Da jedoch der von uns untersuchte Ein- 
zeller mit dem ,,griinen Bakterium* nicht identisch ist und nebenein- 
ander zwei charakteristische Pigmente, das Chlorophyll a und das wasser- 
losliche Phycocyan besitzt, glauben wir, daB es an dieser Stelle nicht 
erforderlich ist, die Pigmentuntersuchungen am ,,griinen Bakterium‘ 
und ihre Konsequenzen fiir die phylogenetischen Vorstellungen zu dis- 
kutieren. 

Okologie 

Die untersuchte Form wurde bisher nur im Dorfteich von Gundorf bei 
Leipzig gefunden (UHLMANN 1959). Es handelt sich um einen 0,4 ha 
groBen ehemaligen Fischteich, der als Behelfskliranlage fiir Abwiéisser 
einer Landgemeinde von etwa 1500 EKinwohnern dient. Dementsprechend 
weist das Teichwasser einen sehr hohen Gehalt an Ammoniak (> 20 mg 
N/l) und Phosphat (> 1 mg P/l) auf, zumal das zuflieBende Abwasser 
zeitweise viel Jauche enthalt. In diesem ausgesprochen polytrophen 
Gewiisser ruft der Organismus besonders im Spitsommer starke Vege- 
tationsfarbungen mit Individuendichten bis zu 300 Millionen Zellen je 
Milliliter Teichwasser hervor. Der Teich erscheint dann in der Auf- 
sicht intensiv malachitgriin, die Sichttiefe betraigt héchstens 10 cm. 
Kine ahnlich starke Farbintensitét bei Massenauftreten diirfte nur von 
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wenigen Phytoplanktern erreicht werden. Die Massenentwicklung fiihrt 
zeitweise zu starker O,-Ubersittigung des Wassers (mitunter 300°/, der 
Sattigungsmenge) und beschrankt sich auf die obersten Wasserschichten. 
Bei windstillem Wetter ist schon in 25 cm Tiefe die Individuendichte sehr 
viel geringer als an der Oberfliche (Abb.8). Auch das in Abb.8 davr- 
gestellte Schichtungsbild weist darauf hin, daB es sich um einen oxy- 
bionten Organismus handelt. Das zahlenmaBige Ubergewicht dieser 
autotrophen Form iiber die echten Bakterien war innerhalb der O,-halti- 
gen Wasserschicht so gro$, daB man die ,,Gesamtbakterienzahl1‘ als 
sehr guten Naherungswert fiir den Abundanzwert des griinen Organismus 
ansehen kann. 

Zu Zeiten der Massenentfaltung spielten andere autotrophe Kompo- 
nenten nach Individuen- und Artenzahlen eine oft nur sehr geringe 
Rolle. Zeitweise hatte man sogar den Eindruck einer Reinkultur. Eine 
der moglichen Ursachen hierfiir ware nach Pratt u. Mitarb. (1944) 
sowie LEFEVRE u. Mitarb. (1951) in der Bildung von Hemmstoffen zu 
suchen. Auch in der Zeit der staérksten Vegetationsfarbung waren Haupt- 
nahrstoffe wie z. B. Phosphat, Stickstoffverbindungen und Bicarbonat 
noch im Uberschu8 vorhanden. Das gleiche diirfte fiir eine Reihe von 
organischen Wachstumsfaktoren zutreffen, die ja im hauslichen Ab- 
wasser zum Teil in betrachtlichen Mengen vorhanden sind. 

Die Massenentfaltung wurde im Teich bisher in folgenden Bereichen 
beobachtet : 


5,4—22,7°C 
(Optimum bei den 
MICE SEEN os héheren Temperaturen) 
pu (kolorimetrisch) 7,3 — 8,1 
Saéurebindungsvermogen 4,0 — 6,9 mval 
Ammoniak-Stickstoff 9,5 —28,0 mg/l 
Nitrit-Stickstoff 0,000— 0,230 mg/l] 
Nitrat-Stickstoff 0,00 — 0,80 mg/l 
organ. Stickstoff (gelést) 4,8 —31,0 mg/l 
Phosphat-Phosphor (anorg.) 0,900— 2,200 mg/1 


Im Verlaufe der Entwicklung des Mikroorganismus werden einerseits 
sehr groBe Mengen an Sauerstoff und Biomasse erzeugt, nach dem Ab- 
sterben bzw. Absinken in lichtarme Wasserschichten jedoch andererseits 
groBe Mengen organischer Substanz an das Wasser abgegeben, die eine 


1 Formolfixierte Original-Wasserproben wurden quantitativ membranfiltriert 
(Filter Tb, Sartorius-Géttingen). Aus den gefarbten (Karbol-Erythrosin), ge- 
waschenen, getrockneten Filtern wurden kleine Stiickchen herausgeschnitten und 
durch Einbettung in Cedernholzél (unter dem Deckglas, Dauerpraparate) durch- 
sichtig gemacht. Direkte Auszihlung unter Verwendung eines Okular-Netzmikro- 
meters. 
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starke Sulfatreduktion erméglichen, zumal Sulfat in groBen Mengen vor- 
handen ist. Der starken Sauerstoffiibersattigung in den oberen Schichten 
stehen dann hohe H,S-Werte schon ab 60 cm Tiefe gegeniiber (Abb.8 
und UntMann 1961). Spezielle Untersuchungen iiber die GréBenordnung 


der Primarproduktion im Gundorfer Teich konnten bisher noch nicht 
durchgefiihrt werden. 


Die Entfaltung des Mikroorganismus erreicht ihr gr6Btes AusmaB in 
den Sommermonaten. So datierte die durch ihn hervorgerufene Vegeta- 
tionsfairbung beispielsweise im Jahre 1955 von Anfang Juli bis Anfang 


O2 mg/L Synechococcus + Bokterien (Mill,/ml) 
ay 872 : 


100 


ie 
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Abb.8. Sauerstoff/Schwefelwasserstoff-Schichtung sowie ,,Gesamtbakterienzahl** (= Synechococcus 
+ Bakterien) im Dorfteich Gundorf an einem windstillen Sommertag (13. 7. 55; 12 Uhr) 


Oktober, im Jahre 1958 von Anfang Juli bis Anfang November. Ihr 
Beginn wurde bisher nur bei hohen Wassertemperaturen beobachtet. 
Die herbstliche Abkiihlung des Wassers wird jedoch iiber langere Zeit 
vertragen. Nach dem Abschmelzen der Eisdecke im Friihjahr bildet sich 
stets eine Vegetationsfairbung, die von anderen Formen herriihrt, so 
zum Beispiel von Luglena viridis, E. proxima, Chlamydomonas media und 
Chlorella-Arten. Za dieser Zeit ist vom Winter her noch eine starke 
Akkumulation von anorganischen und organischen Faulnisstoffen fest- 
zustellen, deren Konzentration beim Einsetzen der Vegetationsfirbung 
durch den Mikroorganismus schon sehr viel geringer ist. Der starke Riick- 
gang im Herbst oder Winter ist nicht allein auf niedrige Wasser- 
temperaturen, sondern zum Teil eindeutig auf den ,,grazing effect‘‘ oder 
auf die Bildung einer Eisdecke zuriickfiihren, die vor allem nach Schnee- 
fall ein ungiinstiges Lichtklima bedingt, das wiederum eine stiirkere 
Anhaufung von organischen Faulnisstoffen zur Folge hat. Der ,,grazing 
effect“ wird am haufigsten durch Massenentwicklung von Protomona- 
dinen (z. B. Oicomonas termo) bewirkt. Dies lit sich auch im Aquarien- 
versuch demonstrieren. Zu den Konsumenten gehért weiterhin Daphnia 
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magna, die auch im Laboratorium bei Fiitterung mit dem Mikro- 
organismus besonders gut gedeiht. 

Die Tatsache, daB der Mikroorganismus in einem Abwasserteich 
Massenentwicklung zeigt, lieBe eigentlich erwarten, daB es sich um eine 
eurytope Form handelt, die auf Grund ihrer Widerstandsfahigkeit gegen- 
tiber Faulnisgiften, zum Beispiel undissoziiertem Ammoniak, in sehr 
nahrstoffreichen bzw. durch hausliche Abwasser verschmutzten stehen- 
den Gewassern allgemein sehr haufig ist. Das trifft aber offensichtlich 
nicht zu. Jedenfalls konnte in mehr als 30 abwasserbeeinfluBten Teichen 
der Umgebung von Leipzig, die sich gréBtenteils durch einen ganz ahn- 
lichen Chemismus auszeichnen wie der Dorfteich von Gundorf, diese Form 
noch nicht gefunden werden. In dem sehr nahrstoffreichen ,,SiiRen See‘‘ 
bei Halle tritt allerdings bisweilen ein vegetationsfirbender Organismus 
in Erscheinung, der méglicherweise mit der Gundorfer Form identisch ist. 

Versuche, den Mikroorganismus in Reinkultur zu bringen und vor 
allem ein geeignetes Medium fiir die Kultur zu finden, blieben bisher 
erfolglos. Er 1aé8t sich jedoch fast unbegrenzt in einer ziemlich reinen 
Rohkultur halten, wenn als Medium Gundorfer Teichwasser verwendet 
wird. Im vorliegenden Fall geschah dies itiber 10 Monate, d. h. solange 
eroBere Mengen an Material bendtigt wurden. 


Zu diesem Zweck wurde das Wasser filtriert (Glasfilter G4 Schott) und in den 
KulturgefaiBen (Jenaer Kappenflaschen 1 1) sterilisiert. Nach dem Erkalten wurde 
unter Einhaltung steriler Bedingungen ein gefiltertes Kohlensaiure-Luft-Gemisch 
zwecks Lésung des ausgefallten Calciummonocarbonates und zur Sauerstoff- 
Anreicherung eingeblasen. Beimpft wurde mit etwa 50 ml einer Suspension, die 
vorher ebenfalls durch ein Glasfilter G4 Schott filtriert worden war. Die Kulturen 
wurden in zwei- bis dreiwéchigen Abstinden erneuert und waren in den meisten 
Fallen fast frei von Protozoen und anderen Algen. Sie zeigten auch bei ausschlieB- 
lich kiinstlicher Beleuchtung (Leuchtstoffréhre BGW 40 W, ,,weiB“ oder ,,gelblich- 
weiB) ein ebenso gutes Gedeihen wie bei teilweiser Tageslicht-Beleuchtung. Es 
wurde taglich 16 Std lang belichtet. Die Kultur erfolgte bei 18°C. Die genaue Ein- 
haltung eines solchen Tag-Nacht-Rhythmus und einer konstanten Temperatur 
erwies sich als nicht unbedingt erforderlich. 

Kin ahnliches dkologisches Verhalten zeigt das bereits zitierte ,,griine 
Bakterium‘‘ (MAYENNE 1935; VrnBeRG u. StvKo 1952). Dieser Organis- 
mus ruft in Abwasserteichen bei Moskau und bei Minsk sehr starke 
Vegetationsfairbungen hervor. Bei gleichzeitigem quantitativem und 
qualitativem Riickgang der iibrigen autotrophen Komponenten kommt 
es im Hochsommer zur Ausbildung riesiger Zellzahlen (112—525 Millio- 
nen Zellen je Milliliter); in einem Falle, nachdem durch starke Verdun- 
stung eine ,,Verdichtung‘‘ des Planktons eingetreten war, wurden sogar 
11 Milliarden Zellen je Milliliter gezihlt. Die Sauerstoffproduktion iiber- 
trifft mit Werten bis zu 100 mg O,/1/Std ,,alle sonst bekannten Angaben 
der Photosynthese des Planktons von natiirlichen Gewéissern bei weitem™ 
(VrnzerG u. StvKo 1952). Auch hier gelang die Reinkultur nicht. 
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Dem Gundorfer Organismus ahneln hinsichtlich ihrer Okologie auch 
manche Arten der Gattung Nannochloris Naumann. Den GroBteil der 
Arten stellen sehr kleine coccale bis kurzstibchenférmige Plankter, deren 
Massenentfaltung in extrem nihrstoffreichen Gewassern starke Vege- 
tationsfarbungen bewirken. AuBer den von Naumann beschriebenen 
SiiBwasserformen sind auch marine Formen bekannt (BUTCHER 1953; 
Rytuer 1954). Fiir Massenentwicklungen von Nannochloris atomus und 
einer Stichococcus-Art in einer durch Abwasser aus Entenfarmen eutro- 
phierten Meeresbucht nennt RyrHER Zahlen von maximal 10 Millionen 
Zellen je Milliliter. Das ist ein fiir marine Verhaltnisse sehr beachtlicher 
Abundanzwert. 

Ebenfalls in stark gediingtem Wasser (Versuchsbehalter) wurde von 
PENNINGTON (1941) eine Chlorella-ihnliche Form (Diogenes rotundus) 
entdeckt, die ein Pyrenoid besitzt, jedoch kein Chlorophyll b, und sich 
durch Zweiteilung vermehrt. Offensichtlich gibt es in der GréBenordnung 
von etwa 0,5—3 w eine ganze Anzahl solitarer planktischer Formen, die 
in polytrophen Gewassern zum Teil sehr starke gras- bis malachitgriine 
Vegetationsfarbungen hervorrufen kénnen und sich auch auBerlich und 
in ihrer Vermehrungsweise (Zweiteilung) ahneln, aber ganz verschie- 
denen Taxa angehéren kénnen. In ihrer Okologie zeigen sie, soweit man 
dies bisher beurteilen kann, gewisse Ahnlichkeiten mit Chlorella und 
Stichococcus, sie unterscheiden sich in ihrer Lebensweise jedoch deutlich 
von den Chlorobacteriales Lauterborn. 


Diskussion 

Wie einleitend dargelegt wurde, ist es nicht méglich, den untersuchten 
griinen Organismus allein auf Grund morphologischer Befunde taxono- 
misch einzuordnen. Auch eine genauere cytologische Untersuchung mit 
dem Lichtmikroskop brachte keine eindeutigen Befunde, fiihrte aber zu 
der Vermutung, daf weder ein Zellkern noch ein distinkter Chromato- 
phor vorhanden sind. Diese Annahme konnte durch das Elektronen- 
mikroskop bestatigt werden. 

Damit war erwiesen, da8 der Organismus nicht zu den Algen, sondern 
nur zu den Bakterien oder den Cyanophyceen gehéren kann (GEITLER 
1960). Selbst so tief stehende Algen wie Nannochloris, iiber deren Berech- 
tigung als selbstindige Gattung innerhalb der Chlorophyceen wir hier 
nicht diskutieren wollen, besitzen einen distinkten Chromatophor (Nav- 
MANN 1931; Droop 1955). 

Wenn man auBer diesen cytologischen Befunden noch die Farbe der 
Suspension beriicksichtigt, konnte man eine chroococcale Blaualge oder 
gegebenenfalls auch eine Chlorobacteriacee vermuten (Skusa 1960)}. 
Der Nachweis von Chlorophyll a und Phycocyan neben verschiedenen 


1 Persénliche Mitteilung. 
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Carotinoiden erlaubt jedoch, die zuletzt genannte Gruppe auszuschlieBen 
und den Organismus zu den Cyanophyceen zu stellen. 

Nach dem Geitlerschen Schliissel (1932) gehdrt diese einzellige Cyano- 
phycee zu den Chroococcales. Es gibt eine Reihe von Gattungen, in denen 
Arten dieser Form und Gré8e beschrieben wurden; aber in fast allen 
Fallen sind wenige bis viele Einzelzellen von einer gemeinsamen, deutlich 
begrenzten oder zerflieBenden Gallerte eingeschlossen. Fiir unseren 
Organismus kann nur die Gattung Synechococcus herangezogen werden, 
deren Vertreter als unverbundene Einzelzellen vorkommen. Die geringe 
GréBe des untersuchten Organismus und seine ausgepriagt planktische 
Lebensweise erfordern jedoch die Aufstellung einer neuen Art. 


Synechococcus plancticus, n. sp. 

Zellen einzeln, 0,9—1,1 4 breit, 1,5—3,0 u lang, stabchenformig bis ovoid, 
unbeweglich. Vermehrung durch Querteilung. Einzeln im Wasser schwebend. Farbe 
der Suspension grasgriin bis blaugriin. Schleimhiille nicht sichtbar, Sediment jedoch 
von schleimiger Konsistenz. Massenvorkommen bedingt hohe Sauerstoffwerte in 
einem Abwasserteich. Wiederholt im Hochsommer bei Gundorf in der Nahe von 
Leipzig. 

Synechococcus plancticus, n. sp. 

Cellulae solitariae, latitudine 0,9—1,1 uw, longitudine 1,5—3,0 uw, bacilloformae- 
ovatae, immotae. Ad propagandum per transversum dividuntur. Seiuges aliae ab 
aliis in aqua pendent. Suspensio colore herbaceo-glauco. Mucus non cernitur, sed 
sedimentum mucosum. Immenso numero cum abundantia oxygenii in stagno quo- 
dam. Per complures annos aestate adulta ad vicum Gundorf prope Leipzig. 

Es mag verwundern, daf eine Art, die eine charakteristische Vege- 
tationsfarbung bilden kann, noch nicht taxonomisch erfaBt ist. Hine 
Ursache ist wohl die geringe GréBe und die damit verbundene Schwierig- 
keit, mit den fiir Planktonorganismen iiblichen Methoden diese Form zu 
bestimmen. Es kommt hinzu, daB Organismen der genannten GréBe und 
Form recht verschiedenen Klassen angehéren koénnen, und zudem eine 
Abgrenzung der Taxa gegeneinander bisher oft nicht eindeutig méglich war. 
In diesem Zusammenhang sei nur auf die ausfihrliche Diskussion tiber 
griine bakterienihnliche Formen durch PrrncsHetm (1949) verwiesen. 
Verschiedene Beobachtungen, so von SACHAROV u. KONSTANTINOVA (1929) 
sowie VINBERG u. SIvKo (1952) bringen Befunde, die mit einer Reihe von 
Eigenschaften unseres Organismus gut tibereinstimmen, sich aber in 
entscheidenden Punkten, so der Pigmentzusammensetzung, von diesem 
grundlegend unterscheiden. 

Es scheint wenig sinnvoll, an dieser Stelle eine vergleichende Betrach- 
tung iiber die Zugehérigkeit der verschiedenen in der Literatur beschrie- 
benen ,,bakteriendihnlichen‘‘ griinen Organismen vorzunehmen. Die 
Arbeit hat gezeigt, daB nur Pigmentanalyse, genaue cytologische Unter- 
suchungen sowie die dkologischen Befunde zusammengenommen ein 
klares Bild schaffen kénnen. 
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Summary 

A description is given of the new species Synechococcus plancticus. 
These unicellular blue-green algae vary from a rod-like to ovoidal shape 
with a diameter of nearly 1 w and a length of 1,5 to 3 yw. The cells are in- 
dividually suspended in the water. Mass production of this organism 
was noticed in a sewage oxidation pond from July to October causing 
a supersaturation of oxygen. 

Examination in the electron microscope reveals that the cells have no 
true nucleus and no true chloroplast. The assimilation pigments are 
localized in lamellae near the periphery of the cell. The existence of 
chlorophyll a and phycocyane and the absence of chlorophyll b could 
be proved. 


Der letztgenannte Verfasser dankt Herrn Dipl.-Biol. Hepiicu fiir Mithilfe beim 
Ansetzen der Kulturen, den Herren Prof. Dr. Kusnerzov, Doz. Dr. HANDKE, 
Dipl.-Biol. SartLeR und Dipl.-Chem. TANNEBERGER fiir wertvolle Hinweise. 
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The Comparative Toxicities of Germicides for Mixtures 
of Bacteria and Single Tissue Cells in Suspension 


By 
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The method generally employed for the evaluation of germicides is 
to rate them according to their phenol coefficients. This method was 
first proposed by Rrprat and WALKER (1903) for comparing and rating 
substances intended for the destruction of bacteria. Since that time 
many modifications of the original method have been recommended. 
One of the most widely used modifications of the original method is 
that proposed by RUEHLE and BREWER (1931). This procedure is known 
as the U.S. Food and Drug Administration (F.D.A.) phenol coefficient 
method and is official in that country. This test, in one form or another, 
is universally employed for examining and rating disinfectants. 

The phenol coefficient may be defined as the killing power of a 
germicide against a test organism as compared to that of phenol under 
similar conditions. The conditions which must be specified include (1) 
time of action of germicide, (2) temperature of the test, (3) presence 
and amount of organic matter, (4) organisms used in the test, (5) age of 
the culture, (6) composition and reaction of the culture medium, (7) pro- 
portion of disinfectant to culture, and (8) temperature and time of 
incubation of the transfer tubes or flasks. 

Variations in one or more of the above conditions will affect the 
final result. It is, therefore, of utmost importance to specify the conditions 
of the test; otherwise the final result will be of doubtful value. 

The phenol coefficient is calculated by dividing the highest dilution 
of germicide killing the test organism in 10 minutes but not in 5 minutes 
by the corresponding dilution of phenol. If Staphylococcus aureus is 
used as the test organism, the value is referred to as the St. aureus 
phenol coefficient by the F.D.A. method. 


*The major portion of this work was conducted at the Laboratorium voor 
Microbiologie, Delft, The Netherlands. The writer is greatly indebted to Professor 
Torsten W1k&N, the Director, for making facilities available and for his aid and 
encouragement during the progress of the work. 
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Limitations of the Test. The phenol coefficient method compares 
an unknown germicide with phenol as the standard. Originally the 
method was applicable only to substances chemically related to phenol 
but now almost every type of compound has been evaluated by this 
procedure. Compounds which differ greatly from phenol should not be 
compared in this manner. Another departure has been the liberties 
which some investigators have taken with the test itself, changing it 
to suit the compounds under test. Many germicides which are soluble in 
alcohol but not in water, or only slightly so, have been tested by this 
method in dilutions of alcohol instead of in water, although water is 
specified as the diluting agent in the phenol coefficient test. Certain 
other germicides which are soluble in alkali but not in water, or only 
slightly so, have been tested in dilutions made in alkali solutions instead 
of water, and the figures obtained have been designated as phenol 
coefficients. As a result, so-called phenol coefficients have been reported 
in the literature which do not represent true comparisons of the germicidal 
activity of such compounds with phenol, which is water soluble. 

A limitation of the test is that it is of no value in determining the 
efficiency of a germicide intended for clinical application. A phenol 
coefficient attempts to compare the toxicity of a germicide for a given 
organism with that of phenol but gives no information as to its effect 
on living tissue cells. It can be seen that a germicide having a high 
phenol coefficient and a proportionately high toxicity to tissue would 
have no advantage over one having a low phenol coefficient and a pro- 
portionately low toxicity to living tissue. 


Evaluation of Germicides by the Use of Tissue Fragments 

A number of methods have been proposed for determining the effects 
of germicides on living tissue cells as well as for their ability to kill 
bacteria. Ny& (1937), WeLcH and Hunter (1940), WELcH and BREWER 
(1942), Wetcu, Stocum and Hunter (1942), and Hirscu and Novak 
(1942) tested germicides by using the inhibition of phagocytosis as a 
criterion of tissue toxicity. Wrrtrn (1942), Gremn and BIRKELAND 
(1942, 1944), and GeRsHENFELD and Wrrtin (1947) tested the effects of 
germicides on the infected chorioallantoic membrane of the developing 
chick embryo. NuneEsTER, and Kemer (1942) swabbed the tails of 
anesthetized mice with a broth suspension of the test organism and 
allowed the culture to dry. The tails were next dipped into a solution 
of the germicide. After a period of drying, the tip of the tail was cut off 
and inserted into the peritoneal cavity through a small incision. Survival 
of the animals indicated that the germicide killed the test organism. 

A new method was proposed in 1935 (SALLE and Lazarus), and 
modified in 1938 (SaLLE, McOmin, SHECHMEISTER and FoorpD), and again 
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in 1955 (Sauue), for the evaluation of germicides intended for clinical 
application. The germicides were tested for their effect on living embry- 
onic chick heart tissue fragments as well as for their ability to kill 
bacteria. 

A number known as the Toxicity Index was calculated from the 
results, which was defined as the ratio of the highest dilution of germicide 
required to kill the tissue fragments in 10 minutes to the highest dilution 
required to kill the test organism in the same period of time and under 
similar conditions. Theoretically an index greater than one means that the 
germicide is more toxic to the tissue than to the bacteria. As the number 
increases in size, the germicide decreases in value. Conversely an index 
smaller than one means that the germicide is more toxic to the test 
organism than to the tissue. As the fraction decreases in magnitude the 
germicide increases in value. The smaller the index the more nearly 
perfect the chemotherapeutic agent. A phenol coefficient is not deter- 
mined and no reference is made to it. There is no relation whatsoever 
between a phenol coefficient and a toxicity index. 


Evaluation of Germicides by the Use of Single Tissue Cells 


In previous communications chick heart tissue fragments were sub- 
jected to the action of the germicides. Large fragments have a better 
chance to resist destruction by germicides than small fragments. Only 
fragments measuring 0.5 to 1.0mm in diameter were considered when 
final observations were made. 

In the present report single tissue cells were used in place of the chick 
heart tissue fragments for greater accuracy. This eliminated the neces- 
sity of preparing and measuring fragments of a definite size. Also, the 
germicide came in contact with each cell whereas in tissue fragments 
probably only the outside cells are affected. 

Single Tissue Cells. HeLa cells! were used in all tests. The cells 
were grown in monolayers, in rectangular bottles with rubber stoppers, 
for 72 hours at 37°C, 

Individual cells were prepared by treating the monolayer with a 
sterile 0.5 per cent solution of pancreatin in balanced salt solution (BSS) 
containing phenol red indicator and a 1:40 concentration of NaHCO, 
(Hanxs 1955). 

After the layer had been removed from the glass, it was drawn in 
and forced out of a pipette about four times to break up the clumps of 
cells. Next the suspension was centrifugated at 900 rpm for one minute 
and the supernate removed by vacuum aspiration. Finally the sediment 


' The HeLa cells were originally obtained from a case of human cervical 
carcinoma. They are named after the first two letters of the patient’s given name 
and family name. 
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was suspended in BSS, without indicator and bicarbonate, to give a 
turbidity of 3 by the McFarland nephelometer standard. The cellular 
suspension was now ready for use in the test. 


Bacterial Cells. Staphylococcus aureus! was used asthe test organism. 
The bacteria were grown on F.D.A. agar slants and transferred daily 
for five days previous to use. A 22—26 hours culture was employed in the 
test. 

The growth was washed from the culture with BSS and the suspension 
standardized to the same turbidity as a No. 3 McFarland nephelometer 
standard. 

In determining the killing dilution of germicide for tissue cells, a 
sterilized suspension of organisms was used. This was to compensate for 
added organic matter. Living bacteria might easily interfere with the 
growth of the tissue cells. 


Temperature of the Test. A temperature of 37° C was employed. Test tubes 
were placed in a specially constructed 37°C water bath containing a shaking 
mechanism to keep the tubes in constant agitation throughout the test period. 

Culture Medium. The medium consisted of a modified Waymouth solution 
as follows: 

Solution 1. Deionized water, 190 ml; NaCl, 52.5 g; KCl, 1.5¢; MgCl, -6H,O, 
0.75 g; Ca(NO;).-4H,0, 1.95 g; phenol red (1.6°/, stock solution), 10 ml. Dissolve 
ingredients in order given. Sterilization not necessary. Store in the refrigerator 
at 4° C. 

Solution 2. Deionized water, 110 ml; Na,HPO, (anhydrous), 0.23 g; KH,PO,, 
0.10 g. Dissolve salts in the water. Dispense in screw cap test tubes. Loosen caps 
and sterilize in autoclave at 15 pressure for 15 minutes. When solution has cooled, 
tighten the caps and store in refrigerator at 4° C. 

Solution 3. Deionized water, 110 ml; NaHCOg, 4.48 g. Dissolve the bicarbonate 
in the water. Dispense in screw cap test tubes. Loosen caps and sterilize in the 
autoclave at 15 pressure for 15 minutes. When solution has cooled, tighten caps 
and store in refrigerator at 4° C. Autoclaving yields Na,CO,; which is desirable for 
neutralizing acid solutions and for correcting px of cell cultures. 

Solution 4. Deionized water, 110 ml; glucose, 10g. Dissolve the glucose in 
the water. Dispense in screw cap test tubes. Loosen caps and sterilize in the auto- 
clave 15 at pressure for 15 minutes. When solution has cooled, tighten caps and 
store in refrigerator at 4° C. 

Solution 5. Deionized water, 96.2 ml; phenol red (phenolsulphonephthalein), 
1.6g; 1 N NaOH solution, 3.8 ml. Dispense in screw cap test tubes. Sterilization 
not necessary. Store in refrigerator at 4° C. 

Solution 6. Deionized water, 860 ml; lactalbumin hydrolysate, enzymatic?, 
5 g; yeast extract, 1g; solution 1 (above), 20 ml. Dissolve ingredients in the water. 
Dispense 88-ml amounts in 6-oz screw cap bottles. Loosen caps and sterilize in 
autoclave at 15 pressure for 15 minutes. When solution has cooled, tighten caps 
and store in refrigerator at 4° C. 


1 Strain ATCC 6538 (from the American Type Culture Collection) was used 
in the tests. This strain is commonly employed in germicide testing. 
2 Manufactured by Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland 28, Ohio, 


USA. 
gx 
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The complete medium is prepared by adding the following to each bottle 
solution 6: 10 ml solution 2; 5 ml solution 3; 5 ml solution 4; 25 ml sterile horse 


serum. 
Prepare sufficient complete medium to last about 10 days, and store in the 


refrigerator at 4° C. 

Method. For each test, a series of 4 dilutions of germicide was 
prepared in screw cap test tubes measuring 20150 mm. The dilutions 
were prepared in BSS as follows: 

Dilutions from 10to 100 atintervalsof 10 

Dilutions from 100 to 200 at intervals of 20 

Dilutions from 200 to 500 atintervals of 50 

Dilutions from 500 to 1000 at intervals of 100 

Dilutions from 1000 to 50,000 at intervals of 1000. 

In another series, each screw cap test tube contained a mixture of 
1.5 ml BSS, 0.5 ml bacterial suspension, and 0.5 ml single tissue-cell 
suspension, making a total volume of 2.5 ml in each tube. 

All tubes were placed in the water bath, previously heated to 37°C, 
and kept in agitation for 10 minutes for the contents to attain the same 
temperature as the surrounding water. 

At the end of 10 minutes, 2.5 ml of the first germicide dilution was 
pipetted into one of the test tubes containing the mixture of BSS, 
bacteria, and tissue cells, making a total volume of 5 ml. The cap was 
screwed firmly in place and the tube shaken to completely wet the inner 
wall before returning it to the water bath. This same procedure was 
continued at 21/,-minute intervals for the remaining dilutions in the 
series. ' 

At the end of 8 minutes, the first tube of the series was placed in the 
centrifuge and spun at 900 rpm for 65 seconds. The centrifuge was 
stopped by gentle braking, and the supernate removed from the sediment 
by aspiration. At the end of exactly 10 minutes the tube was almost 
filled with BSS (about 25 ml) to dilute any germicide still remaining in 
the tube. The BSS was contained in an Erlenmeyer flask clamped to a 
ringstand, with an outlet tube blown into the bottom, to which was 
attached a piece of rubber tubing fitted with a filling attachment and 
a pinch clamp. The remainder of the tubes were treated at 21/,-minute 
intervals in the same manner. After the last tube was treated as given 
above, the supernates from all tubes were removed by aspiration. 

To each tube was added 2 ml of culture medium, shaken to resuspend 
the tissue cells and bacteria, and the mixture transferred to screw cap 
tissue culture tubes with flat windows. The culture tubes were incubated 
at 37°C and examined for growth at the end of 24, 48, and 120 hours of 
incubation. 

Tissue growth was indicated by the appearance of a monolayer of 
cells on the flat window of the culture tube. Bacterial growth was indi- 
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cated by the appearance of turbidity in the culture medium accompanied 
by a change in the color of the phenol red indicator from red to yellow. 
Further verification included the preparation of a Gram stain showing 
the presence of Gram-positive spherical cells growing typically in clu- 
sters. 

Results. The highest dilution of germicide showing no growth of 
tissue cells was taken as the killing dilution. Likewise, the highest dilu- 
tion showing no growth of bacteria was taken as the killing dilution. 

Two well-known germicides, namely iodine and phenol, were com- 
pared by the method. The results are as follows: 


Killing dilution Killing dilution 


Toxicity Index 


for tissue cells (A)| for bacteria (B) (A/B) 
Iodine 46,000 18,000 2.56 
Phenol 400 120 3.33 


These results were obtained from human (HeLa) cells. Results from 
cells obtained from various animals will be reported in a later communi- 
cation. 

The index for phenol is the same as reported previously when chick 
tissue fragments were used. The index for iodine is much higher. The 
discrepancy might be due to the fact that iodine is a vigorous oxidizing 
agent being quickly consumed by the outer cells in a fragment without 
affecting those situated more deeply. This would not occur with single 
tissue cells which are in complete contact with the germicide. 


Summary 

A new method is described for evaluating and rating germicides in- 
tended for clinical application. 

The method employs single tissue (HeLa) cells instead of tissue 
fragments. 

The tissue cells and bacteria are suspended in physiological (BSS) 
salt solution. Then the germicide dilution is added and allowed to act 
for 10 minutes at 37°C. 

At the end of the exposure period, the cells are centrifugated, the 
supernate discarded, the sediment (after one washing) mixed with culture 
medium, and the mixture transferred to tissue culture tubes. The tubes 
are incubated at 37°C for 120 hours before making final readings. 

In this manner the killing dilution for tissue cells and for bacteria are 
determined. 

A toxicity index may be calculated from the results by dividing the 
highest dilution of germicide killing the tissue cells by the highest dilution 
killing the bacteria. The smaller the index the better the germicide for 
clinical use. 
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The use of single tissue cells introduces greater accuracy to the test. 
Each cell comes in contact with the germicide whereas in tissue fragments 
only the outside cells are chiefly affected, depending upon the degree of 
penetration by the germicide. 
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In the microbiological analysis of 32 different samples of Finnish soil, 
made in August 1957 (utilizing a fellowship from the Finnish Ministry 
of Foreign Affairs) 285 strains belonging to 22 species of yeasts were 
isolated: 15 were referred to already described species, while 7 have to be 
considered as new species or varieties. The present paper deals with the 
description of a new species belonging to the genus Debaryomyces which 
the Author proposes to name Debaryomyces cantarellit in honor of Prof. 
CoRRADO CANTARELLI of the Agricultural University of Perugia-Italy. 


Materials and Methods 


Origin of strains. Five strains were studied, all isolated from a soil sample 
from Hyytiala in the province of Tavastia Australis-Finland. The soil was 
taken from mixed spruce and birch forest with shallow peat layer and Betula 
alba L. forest with a peat surface, at a depth of 2—10 cm, brown coloured, humi- 
ferous, without CaCO, and having a py 3.7. 

Method of study. The method applied fo the study was that indicated by 
LopprrR and Krecer van Rig (1952). For the study of sugar assimilation, the 
boiled and washed agar method (Capriorrr 1955) was utilized. 


Results 


Growth in grape-must. After 3 days at 25°C, a pellicle is produced which 
consists of elliptical, oval and rather elongate, and narrow cells of (3 —5) x (3.5—12.5) 
microns, single, in pairs or in chains. The pellicle is white, rather rugose, slightly 
ascending, complete and well developed. After 1 month at 17°C there is a pellicle 
ascending with a ring. The liquid is more or less limpid, and there is abundant 
sediment. 

Growth in malt extract. After 3 days at 25°C there is a pellicle consisting 
of elliptical, oval cells of (3—7.5) x (3.2—12) microns, single, in pairs or in little 
groups. Round cells are also present (Fig.1). The pellicle is white, dry, rugose, 
complete, well developed, lightly ascending, with turbid liquid and rather scarce 
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sediment. After 1 month at 17°C there is an ascending pellicle with a ring. The 
liquid is more or less limpid, with sediment. ; 

Growth in meat broth. After 3 days at 25°C there is no growth. After 1 
month at 17°C there is limpid liquid with very scarce sediment and a white pellicle 
consisting of generally globose cells up to 8 microns in diameter. 


Fig. 2. Debaryomyces cantarellii noy. spec. (600 «) (after 3 days on malt agar) 


Growth on malt agar. After 3 days at 25°C, there are round cells of (3—7.5) 
microns, single or in pairs; also elliptical and oval cells of (3—7) x (4—15.5) microns 
single or in pairs. Asymmetrically shaped cells with asymmetric apical budding 
are also present (Fig.2). The growth on streak-culture is white, rather abundant, 
flat, smooth, and dull with a smooth and glistening margin. After 1 month at 
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17°C the streak-culture is whitish or whitish-yellow, glistening, smooth, and shows 
abundant growth especially in the lower part of the test-tube. In the upper part 
there are sometimes tufts of 
pseudomycelium. 


Growth on meat agar. 
After 3 days at 25°C, there is 
very poor growth of generally 
globose cells and oval and irre- 
gular cells measuring up to 
10 microns in diameter. After 
1 month at 17°C, the streak- 
culture is very poorly developed, 
dull, almost flat, and whitish- 
yellow in color. 


Growth on potato-glu- 
cose agar. After3 days at 25°C, 
the cells are generally elliptical, Fig. 3. Debaryomyces cantarellii nov. spec. (giant colony 
elongate with also some round on must-gelatine after 4 weeks) 
cells of (3—7)x(3.5—12.5) 
microns single or in pairs. Round 
cells measuring up to 11 microns 
in diameter are present. The 
growth on streak-culture is slight 
in amount, whitish-yellow and 
smooth, with the central part dull 
and the margin smooth. After 
1month at 17°C the streak- 
culture is beige-coloured, rather 
abundant, glistening, smooth, and 
the margin is slightly wrinkled. 


Growth on carrot agar. 
After 3 days at 25°C, the cells 
are generally globose, oval, 
elliptical, with also some rather 
narrow cells, single or in pairs, 
measuring (3—7) x (3.3—12.5) 
microns. The streak-culture is 
whitish-yellow, well developed, 
dull and powdery with a smooth 
and glistening margin. 

Growth on bean agar. 
After 3 days at 25°C, round, 
oval, elliptical and elongate cells 
are observed, measuring (2.8— 
7.5) x(3—12.5) microns, single 
or in pairs or in little groups. i 
The streak-culture is whitish, Fig.4 and 5. Debaryomyces cantarellii noy. spec. 
well developed, powdery, flat (spores on malt agar after 4 weeks) 
and dull. After 1 month at 17°C 
the streak-culture is whitish-beige, well developed, slightly glistening to dull, flat, 
with a margin that is entirely or slightly wrinkled. 
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Grape must gelatine stab. After 60 days at 18—20°C, the colony is super- 
ficial, yellowish-ochraceous. No liquefaction. 

Giant colony. After 1 month at 18—20°C, the giant colony is round with a 
crateriform center and a large serrated crown (Fig.3). 

Sporulation. On malt agar abundant formation of heterogamous or, rarely, 
isogamous asci containing 2 round spores of 2—4 microns, with a globule inside 
and with a warty wall. Spores with a smooth wall are also present. Asci do not 
rupture at maturity (Fig.4 and 5). 

Pseudomycelium. On slide culture a very scarce and primitive pseudomyce- 
lium is formed (Fig. 6). 


Fig. 6. Debaryomyces cantarellii nov. spec. (400 x ) (pseudomycelium on slide culture) 


Growth in vitamin free medium. Very good. 

Fermentation of sugars. Glucose, galactose (very weak and slow), sucrose 
and raffinose (1/3) are fermented, Maltose, melibiose, lactose, dextrin and inulin are 
not fermented. 

Assimilation of carbon compounds. Glucose, galactose, maltose, sucrose, 
raffinose, lactose, cellobiose, L-sorbose, trehalose, melezitose, inulin, D-xylose, 
D-ribose, D-arabinose(weak), melibiose (very weakly), glycerol, L-erythritol, 
dulcitol (very weakly and slowly), D-mannitol, D-sorbitol, alpha methyl D-glucoside, 
salicin, Ca-2-keto-p-gluconate, succinic acid, citric acid, pL-acid lactic (very weakly 
and slowly), K-5-keto-p-gluconate (very weakly and slowly) are assimilated. L- 
rhamnose, i-inositol are not assimilated. 

Ethanol as sole carbon source. Abundant growth; pellicle is formed. 

Splitting of arbutin. Positive. 

Fermentative power in grape must. Alcohol produced from 0.6 to 0.8/5 
by volume. 


Discussion 

The following characteristics of Deb. cantarellii offer adequate 
reason for placing this organism in the genus Debaryomyces Lodder and 
Kreger-van Rij (1952): “Cells round or short-oval, also long-oval. 
Vegetative reproduction by multilateral budding. A primitive pseudo- 
mycelium may be formed. The vegetative cells are usually haploid. 
Generally a heterogamous conjugation immediately proceeds ascus 
formation. The spores are round, usually with an oil-drop in the center. 
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The spores are warty. Usually—2 spores in the ascus, seldom 3—4. In 
liquid media a dull, dry pellicle is formed. Nitrate is not assimilated.” 

However, this species, as well as Deb. phaffii Capriotti and Deb. 
castellii Capriotti, is able to ferment sugars, including raffinose. Because 
this characteristic is not present in other species of Debaryomyces 
(Lopper and Krecer-van Ris 1952), at the present time I do not 
believe that there are valid reasons to place the three species mentioned 
above in a separate group. Recently some authors have placed yeasts 
with similar characteristics in the genus Pichia (vAN DER VALT 1959; 
Ramirez and Borprn 1953). In order to further elucidate this point I 
intend to conduct a special study in the genera Debaryomyces and Pichia. 

The characteristics distinguishing features of Debaryomyces cantarellii 
nov. species from the Debaryomyces species acknowledged valid by 
STELLING-DEKKER (1931), LoppER and Krecrr-van Rig (1952) and 
from Debaryomyces species recently described by other authors, can 
now be listed. 


Deb. cantarellii n. sp. is clearly different from all the species acknow- 
ledged valid by STeLyrinc-DEKKER (1931) because of the shape and size 
of the cells and because of the sugar fermentation. In fact, all the species 
mentioned by STELLING-DEKKER are smaller and they are not able to 
ferment raffinose, and ferment weakly or not at all glucose and sucrose. 

The species mentioned by LoppER and KREGER-vAN Riv (1952) and 
those described by Bouruiier (1951), Kupriavrsv (1954), Dr Menna 
(1954), Puarr and Knapp (1956), Sootas and Coll. (1954), ZENITANI 
(1953), and Capriotrr (1958, 1960) differ from Deb. cantarellii n. sp. in 
the following characteristics : 


1. Deb. hansenii (Zopf) LoppER and Krecer-van Riz (1952), differs in the 
shape and size of the cells and in its appearance in streak-culture. It does not 
ferment raffinose and only slightly ferments glucose and sucrose. Occasionally it 
also ferments galactose and maltose. 

2. Deb. kloeckeri Guilliermond et Peju (LoppER and KreEGEerR-vAN Riv 1952) 
differs in the shape and size of the cells and in its appearance in streak-culture. It 
does not ferment raffinose and ferments other sugars weakly. It does not assimilate 
lactose. 

3. Deb. subglobosus (Zach.) LoppER and Krucer-van Ris (1952) differs in the 
shape and size of its cells and in its appearance in streak-culture. It does not fer- 
ment raffinose and ferments the other sugars very weakly. 

4. Deb. nicotianae Giovannozzi (LopDER and Kreaur-van Riv 1952) differs 
in the shape and size of the cells and in its appearance in streak-culture. It does not 
ferment raffinose and ferments galactose and maltose. It does not assimilate lactose. 

5. Deb. vini Zimmermann (LODDER and Krecer-van Ris 1952) differs in the 
shape and size of the cells and in its appearance in streak-culture. It has spores 
without warty walls and does not ferment any sugars. It does not assimilate 
lactose nor hydrolyze arbutin. 

6. Deb. mrakii Bouthilet (1951) differs in the shape and size of cells. It ferments 
maltose and galactose. 
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7. Deb. oviformis Zenitani (1953) differs in the shape and size of cells and in its 
appearance of streak-culture. It does not ferment any sugars. 

8. Deb. toletanus Socias, Ramirez and Peleaz (1954) differs in the shape and 
size of the cells and in its appearance in streak-culture. It ferments only glucose 
(weakly and slowly) and does not assimilate galactose and lactose. It has spores 
without warty walls. 

9. Deb. konokotinae Kudriavtsv (1954) does not ferment and lacks the ability 
to assimilate lactose, inulin and arabinose. 

10. Deb. kursanovi Kudriavtsv (1954) differs in the shape and size of cells. It 
does not ferment, and lacks the ability to assimilate sucrose, galactose, maltose, 
raffinose, lactose, inulin and arabinose. 

11. Deb. marana Di Menna (1954) differs in the shape and size of cells. It ferments 
glucose weakly or not at all and does not assimilate lactose. It has spores without 
warty walls. 

12. Deb. fluxorum Phaff and Knapp (1956) differs in the shape and size of the 
cells and its appearance of the streak-culture. It does not ferment and lacks the 
ability to assimilate galactose, maltose, sucrose, lactose nor hydrolyzes arbutin. 

13. Deb. castellii Capriotti (1958) differs in the shape of the cells and in its 
appearance of streak-culture. It ferments glucose, maltose, sucrose and raffinose 
(2/3) and does not ferment galactose. It assimilates melibiose and L-arabinose well 
and does not assimilate D-ribose, D-arabinose, L-rhamnose, glycerol and p-erythitol. 

14. Deb. phaffii Capriotti (1960) differs in the appearance of streak-culture. It 
ferments maltose (very weakly), does not assimilate lactose and assimilates dulcitol 
well. 

Debaryomyces cantarellit n. sp. differs from similar yeast species 
placed by some authors in the genus Pichia, in the following characteri- 
stics: 

15. Pichia robertsii Van der Valt (1959) ferments maltose strongly and assimi- 
lates D-rhamnose. It does not assimilate lactose, D-ribose, dulcitol, and does grow 
in vitamin free medium. It differs in the shape of the spores too. 

16. Pichia polymorpha Klécker (LopppR and KreGcER-vAN Rig 1952) differs in 
the shape and number of the spores. It ferments melibiose (weakly), maltose (weakly) 
and sucrose (weakly). 

17. Pichia pseudopolymorpha Ramirez and Boidin (1953) differs in the shape 
and size of the cells and in the shape of the spores. It ferments maltose and raffinose 
(2/3). 

Five strains of Deb. cantarellii n. sp. are maintained in the yeast 
collection of the ,,Istituto di Microbiologia Agraria e Tecnica dell’ Uni- 


versité di Perugia‘‘-Italy and are at the disposal of all who request 
them. 
Summary 
A new species of Debaryomyces is described. It was isolated from 
Finnish soil. This species is named Debaryomyces cantarellii in honor of 
Prof. Corrado CanTaRELt of Agricultural University of Perugia-Italy. 


Latina Diagnosis Debaryomyces cantarellii nova species 


In musto maltato post tres dies (25°C) cellulae rotundae, ovoideae, ellipticae 
(8—5) x (3.5—12.5) micron, singulae aut binae, album velamen, ascendens, aridum, 
et laevi potius et brevi sedimentum formatur. Post unum mensem (17°C), album 
ascendens velamen, annulum et copioso sedimentum formantur. 
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In agaro maltato post tres dies (25°C), cellulae rotundae (3—7.5) micron, 
ovoideae et ellipticae (8—7) x (4—15.5) micron singulae aut binae aut regularae 
aut asymmetricae. Dantur etiam cellulae plurimae multigemmantes. Patina post 
unum mensem (17°C), alboflava, opaca, marginibus perlucens, bene levi. Pseudo- 
micelium efficitur sed non multo copioso. Copula isogamica et saepe heterogamica 
cum 1 et etiam 2 rotundae ascospores verrucis et in medio pinguis guttulam cir- 
cumferentes. Dari potest at partonogenetica efformatio asci. Positive fermentatur 
glucosum, saccharum, maltosum (leniter) et raphinosum (1/3). Assimilatur glucosum, 
galactosum, maltosum, saccharum, raphinosum et lactosum. Nitras kalicum non 
assimilatur. Assimilat vero sulphas ammoniacum. Minerali in medio cum alcohole 
aethylico bene augetur. Arbutinum finditur. 
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Aus der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstituts fiir Allgemeine Botanik 
Hamburg 


Photoinaktivierung von Nitrobacter winogradskyi Buch. 


Von 
MARIEGRET MULLER-NEUGLUCK und HORST ENGEL 


Mit 7 Textabbildungen 
(Eingegangen am 17. Januar 1961) 


Uber die Wirkung des Lichtes auf nitrifizierende Bakterien ist 
bisher nur wenig bekannt. Alle diesbeziiglichen Beobachtungen wurden 
in der Regel im Zusammenhang mit der Untersuchung anderer Fragen 
gemacht. Schon in einer Veréffentlichung von WARINGTON (1878) sind 
Andeutungen iiber eine ungiinstige Wirkung des Lichtes auf die Nitri- 
fikationsbakterien zu finden. Aber dieser Autor hatte noch keine Rein- 
kulturen in Handen, so daB sich nicht entscheiden laBt, ob das Licht 
unmittelbar oder auf dem Umweg iiber andere Organismen wirksam 
war. HrustLr (1929) stellte eine deutliche Verzégerung der Nitrit- 
bildung durch diffuses Tageslicht bei Reinkulturen von Nitrosomonas 
europaea fest. WAKSMAN u. Mapuoxk (1937) beobachteten einen ungiin- 
stigen EinfluB des Lichtes auf die Nitrifikation im Boden. Auch Josut u. 
Biswas (1948) fanden, daB Nitrosomonas und auch Nitrobacter langsamer 
nitrifizierten, wenn Sonnenlicht auf die Kulturen fiel, gingen aber dieser 
Erscheinung nicht weiter nach. So lieBen sich noch weitere Beobach- 
tungen anfiihren, die darauf hinweisen, da Licht die Tatigkeit der 
Nitrifikationsbakterien hemmt. Aber eingehender untersucht wurde diese 
Erscheinung bisher nicht. 

Unsere eigenen Untersuchungen haben gezeigt, daB reine Kulturen 
von Nitrobacter winogradskyi schon durch verhaltnismaBig geringe 
Lichtmengen reversibel inaktiviert werden kénnen. Uber diese Beobach- 
tungen soll im folgenden berichtet werden. 


Methoden 


Zu den Untersuchungen dienten Reinkulturen eines Nitrobacter-Stammes, mit 
dem in der Mikrobiologischen Abteilung des Staatsinstituts schon seit langem 
gearbeitet wird. Die Nahrlésung hatte folgende Zusammensetzung: 1,0 g NaNO,; 
0,5 g K,HPO,; 0,5 g MgSO,- 7 HO; Spur FeSO, - 7 H,O; Leitungswasser 1000 ml; 
pu 7,6—7,8. CaCO, wurde fortgelassen, da das Licht méglichst ungehindert Zutritt 
zu den Bakterienzellen haben sollte. Zudem braucht die Pufferung in der Nahr- 
lésung nicht verstarkt zu werden, da Nitrodacter die H-Ionenkonzentration nicht 
nennenswert andert. 
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Als Kulturgefafe dienten 100 ml Erlenmeyerkolben mit je 25 ml Nahrlésung. 
Beimpft wurde mit je 0,5 ml je einer gerade ausnitrifizierten Reinkultur erhohter 
Zellkonzentration. Diese entsprach einer Bakterienmenge, die aus der Oxydation 
von etwa 1,5—2 mg NaNO, hervorgeht. Die Reinheit war jeweils vorher durch 
Uberimpfen auf Hefewasser-Bouillon gepriift worden. Unreine Zellsuspensionen 
wurden verworfen. 

Im Licht wie auch im Dunkeln lief zur Kontrolle je ein Kolben mit steriler, 
unbeimpfter Nahrlésung. Zwischen beiden konnte jedoch kein Unterschied im 
Nitritgehalt festgestellt werden. Wohl aber verminderte sich der Nitritgehalt in 
beiden ganz allmahlich, wahrscheinlich durch rein chemische Oxydation (siehe auch 
BomekeE 1939). Die Bestimmung des Nitrits erfolgte colorimetrisch mit Riegler- 
Reagens (HruBULT 1929) unter Benutzung des Photometers ,,Eppendorf“. 

Als Lichtquellen dienten Leuchtréhren der Fa. ,,Sylvania Electric‘, und zwar 
drei Réhren ,,warm white deluxe“: in abwechselnder Anordnung mit drei Rohren 
Soft white‘. Wahrend der erste Lampentyp Wellenlangen vornehmlich zwischen 
etwa 500—700 my ausstrahlt, emittiert der zweite zwischen 400—700 mu. Das 
Strahlungsmaximum beider Lampen liegt etwas oberhalb 600 mu. Weitere Ver- 
suchsreihen wurden mit natiirlichem diffusem Tageslicht durchgefiihrt. 

Damit die Kulturen bei den Versuchen mit Kunstlicht méglichst gleichmaBig 
belichtet wurden, standen die Erlenmeyerkolben auf einer Glasplatte tiber den 
waagrecht angebrachten Leuchtrohren. Die Temperatur der Klimakammer war so 
eingestellt, da sich die Temperatur in der Nahrlésung auf etwa 31--0,5°C hielt. 
Die Dunkelkulturen wurden unter gleichen Bedingungen gehalten. 

Bei den Tageslichtversuchen standen die Kulturen in einem Brutschrank bei 
31-+-0,5°C. Dieser wurde so vor ein Nordostfenster gestellt, dai das Tageslicht durch 
die doppelwandige Glastiir Zutritt hatte. Um den Einfall des direkten Sonnen- 
lichtes in den friihen Morgenstunden zu vermeiden, wurde das Fenster zeitweise mit 
Pergamentpapier bespannt. Die Versuchskolben standen vorn im Brutschrank in 
einer Reihe, die senkrecht zum Lichteinfall ausgerichtet war. Dahinter befanden 
sich unter einer Verdunkelung die Dunkelkulturen. Die Beleuchtungsintensitat 
wurde mit dem Photoelement 60 S der Fa. Lange unter Zuhilfenahme eines Galvano- 
meters der AEG gemessen. 


Versuche 

Versuch 1. Schon der erste Versuch fiithrte zu einem tiberraschenden 
Ergebnis: Wurden die Kulturen 17 Tage lang ohne Unterbrechung 
belichtet, so nahm der Nitritgehalt der Nahrlésung nur geringfiigig ab, 
jedenfalls nicht mehr als in den belichteten unbeimpften Kontrollen. 
Die bestrahlten Bakterien arbeiteten also nicht. Im Dunkeln dagegen, 
unter sonst gleichen Bedingungen, war das Nitrit stets schon nach 
4 Tagen vollig verschwunden (Abb.1). Die Beleuchtungsintensitat 
betrug bei diesem Versuch unmittelbar iiber der Glasplatte, d.h. in 
Hohe der Bakterien, etwa 10000 Lux, der Abstand der Kulturen von den 
Leuchtrohren etwa 10 cm. 

Das Licht schien aber die Bakterien nicht abzutdten. Wurden 
namlich die belichteten Kulturen vom 17. Versuchstag an verdunkelt, 
so erholten sie sich zunehmend. Nach 20tégiger Verdunkelung war das 
Nitrit verschwunden. Hierbei ist zu beachten, daB die Erholung zwar 
erst nach etwa 13 Tagen Dunkelheit einsetzte, danach aber sehr schnell 
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vor sich ging, ein Hinweis, daB der gréBte Teil der Bakterien noch am 
Leben war (Abb.1). 

Versuch 2. Um festzustellen, ob die Wirkung des Lichtes gemildert 
werden kann, wenn die Beleuchtungsstirke herabgesetzt wird, wurde der 
Abstand der Kulturen von den Leuchtréhren auf etwa 30 cm erhdht. 
Dadurch fiel die Intensitat der Beleuchtung auf 4900 Lux ab. Hin Teil 
der Kulturen stand 17 Tage unter LichteinfluB, ein anderer 28 Tage. 
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Abb. 1. Der EinfluB des Lichtes auf die Nitritoxydation durch Nitrobacter. Beleuchtungsintensitat: 
10000 Lux; nachtragliche Verdunkelung nach 17 Tagen 
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Abb. 2. Der HinfluB des Lichtes auf die Nitritoxydation durch Nitrobacter. Beleuchtungsintensitit: 
4900 Lux; nachtrigliche Verdunkelung nach 17 bzw. 28 Tagen 


Aber auch im schwiacheren Licht war selbst nach 28 Tagen kaum 
eine Nitritoxydation erkennbar (Abb.2). Erneut zeigte sich, daB die 
Kulturen ihre Oxydationstatigkeit wieder aufnahmen, wenn anschlieBend 
verdunkelt wurde. Nach 17tagiger Bestrahlung begann die Reaktivie- 
rung nach etwa 8 Tagen Dunkelheit, nach 28tagigem LichteinfluB erst 
nach etwa 14 Tagen Dunkelheit. Die Erholung erfordert somit um so mehr 
Zeit, je linger die Bakterien vorher bestrahlt werden. 

Vergleicht man mit dem ersten Versuch, so ist festzustellen, daB die 
Reaktivierungszeit auch von der Intensitat der Beleuchtung abhangig 
ist. Nach 17tagiger Bestrahlung mit 10000 Lux brauchten die Kulturen 
etwa 14 Tage, bei ebenso langer Kinwirkung von 4900 Lux dagegen nur 
etwa 8 Tage, um sich anschlieBend im Dunkeln zu erholen. Je schwacher 
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also das Licht ist, um so eher beginnen die Kulturen wieder zu oxydieren. 
In jedem Falle geht die Reaktivierung, sobald sie begonnen hat, sehr 
schnell vor sich. 

Versuch 3. Um die Beleuchtungszeit zu ermitteln, die gerade noch 
eine Hemmung hervorruft, wurden je zwei Kulturen 2, 4, 6, 12, 24, 48 
und 72 Std mit 10000 Lux bestrahlt und anschlieBend verdunkelt. 
Dabei stellte sich heraus, daB die gesuchte Zeitspanne bei etwa 2 Std 
liegen mu8. Alle langeren Belichtungszeiten riefen eine Verzogerung des 
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Abb. 3. Der Einflu8 steigender Belichtungszeiten auf die Nitritoxydation durch WNitrobacter. 
Beleuchtungsintensitat: 10000 Lux 


Oxydationsbeginnes gegeniiber der Dunkelkontrolle hervor, und zwar 
um so mehr, je langer das Licht eingewirkt hatte (Abb.3). Nach dreitaégiger 
Belichtung brauchten die Bakterien bereits eine 24 tagige lag-Phase, um 
ihre Oxydationstatigkeit wieder aufnehmen zu kénnen. Aber auch die 
eigentliche Oxydationszeit zog sich in die Lange, wenngleich bedeutend 
weniger. Sobald die Oxydation begann, ging sie selbst bei der langsten 
Beleuchtungszeit noch immer recht schnell vonstatten. Das bedeutet, 
daB die Bestrahlung weniger die Zahl der Bakterien reduziert, als deren 
Aktivitat. 

Versuch 4. Bei diesem Versuch wurde die Intensitat der Beleuch- 
tung auf 4900 Lux herabgesetzt. Die Bestrahlungszeiten betrugen 4, 8, 
12, 24, 48 und 100 Std. Das Ergebnis war das gleiche wie vorher, nur 
begann die Reaktivierung der Zellen bedeutend friiher, entsprechend der 
nur halb so groBen Beleuchtungsstarke (Abb.4). So betrug z.B. die lag- 
Phase nach zweitadgiger Bestrahlung etwa 8 Tage, nach ebenso langer 
Bestrahlung mit 10000 Lux dagegen etwa 20 Tage. 

Versuch 5. Nach den bisherigen Versuchen dauert die totale Hem- 
mung von Nitrobacter im Dunkeln nach voraufgegangener Bestrahlung 
um so linger an, je hoéher die Beleuchtungsintensitat und je langer die 
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Belichtungszeit ist. Es blieb die Frage offen, bei welcher Beleuchtungs- 
intensitaét unabhangig von der Belichtungszeit keine Inaktivierung mehr 
eintritt. 

Um dies festzustellen, wurden die Kulturen einer Dauerbestrahlung 
mit 1000 bzw. 500 Lux unterworfen. Dabei zeigte sich, daB beide Inten- 
sitaiten nicht mehr ausreichten, um die Kulturen véllig zu blockieren. 
Mit 500 Lux war die Verzogerung der Nitritoxydation gegentiber den 
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Abb. 4. Der Einflu8 steigender Belichtungszeiten auf die Nitritoxydation durch Nitrobacter. 
Beleuchtungsintensitaét: 4900 Lux 


Abb. 5. Der Einflu8 von Dauerlicht geringer Intensitit auf die Nitritoxydation durch Nitrobacter 


Dunkelkulturen nur noch gering (Abb.5). Die gesuchte Beleuchtungs- 
intensitat, bei der unter den hier gewahlten Versuchsbedingungen keine 
Verzégerung mehr zu beobachten ist, diirfte demnach zwischen 200 bis 
300 Lux liegen. 


Versuchsreihe 6. Bisher wurde mit kiinstlichem Licht gearbeitet. 
Es blieb zu klaren, ob auch dem natiirlichen Tageslicht eine ahnliche 
Wirkung zukommt. Hierbei ist zu beachten, daB die Kulturen nicht 
kontinuierlich Licht erhalten, sondern dem natiirlichen Tag-Nacht- 
Wechsel ausgesetzt sind. Sie haben damit Gelegenheit, sich wahrend 
einer jeden Nacht von der Hemmung durch das Licht des vorauf- 
gegangenen Tages zu erholen. Ferner ist zu beachten, daB die Beleuch- 
tungsintensitaét an den einzelnen Tagen nicht konstant, sondern je nach 
den Witterungsverhaltnissen verschieden und wechselnd ist. Es muBte 
daher mit variablen Ergebnissen gerechnet werden. 

Es zeigte sich, dag der Nitratbildner auch durch das natiirliche 
Tageslicht bis zur vélligen Untatigkeit blockiert werden kann (Abb.6). 
Im iibrigen wurden unsere Vermutungen bestiitigt: Bei starker 
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Bewélkung wiihrend schlechten Wetters — also bei geringer Tageshellig- 
keit — wurde die Nitritoxydation nur relativ wenig gehemmt. Die Hem- 
mung war ausgepragter an Tagen mit relativ gutem Wetter. Bei starkem 
Lichteinfall am Tage schlieBlich reichte die Dunkelruhe waihrend der 
Nacht nicht mehr zur Erholung der Bakterien aus. Nach zweimaliger, je 
zweistiindiger direkter Bestrahlung der Kulturen durch die Sonne fand 
uberhaupt keine Reaktivierung mehr statt, wenigstens nicht bis zum 
Ende des Versuchs nach 28 Tagen. 
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Abb. 6. Der EinfluB von nattirlichem Tageslicht auf die Nitritoxydation durch Nitrobacter 


Versuch 7. Die zu den Versuchen mit Kunstlicht benutzten Leucht- 
rohren strahlten, wie schon erwahnt, den Wellenbereich zwischen etwa 
400—700 my aus, mit maximaler Emission bei etwa 600 my. Unbekannt 
war noch, welches Licht aus diesem Bereich die Photoinaktivierung von 
Nitrobacter herbeifihrte. 

Um dies zu klaren, kamen die Kulturen in Zinkkasten, die am Boden 
mit je einer Offnung versehen waren. Auf diese Offnungen wurden die 
folgenden, 1mm dicken Glasfilter der Fa. Schott, Mainz, als Fenster 
gelegt: BG 12, BG 18 und RG 1. Die von den Filtern hauptsachlich 
durchgelassenen Wellenbereiche lagen zwischen 366 —436, 366—578 und 
644—775 my, iiberschnitten sich also nur zum Teil. Kin weiteres Fenster 
bestand aus gewohnlichem Glas. Zur Kontrolle diente eine dunkel ge- 
stellte Kultur. 

Um die unterschiedliche Beleuchtungsintensitat iiber den einzelnen 
Fenstern einander anzugleichen, naémlich auf etwa 775 Lux, wurde der 
Abstand der Kasten von der Lichtquelle entsprechend variiert. Bei der 
Berechnung der einheitlichen Helligkeit mufte die verschiedene Empfind- 
lichkeit der Photozelle fiir die einzelnen Wellenbereiche beriicksichtigt 


werden. 
10* 


Mitritgehalt 


14,0 = 


g/l 


O86 


136 Marrecert MiLLER-NEvGLUCK und Horst ENGEL: 


Wie aus der Abb.7 hervorgeht, hemmte kurzwelliges Licht (Filter 
BG 12) am stirksten. Mit groBem Abstand folgte das weiBe Licht. Noch 
schwicher war die Hemmung durch das Licht des mittleren Wellen- 
bereiches (Filter BG 18). Das langwellige Licht (Filter RG 1) wirkte 
dagegen wie Dunkelheit, d.h. rot rief keine Verzégerung der Nitrit- 
oxydation hervor. Nach dieser vorlaufigen 
und groben Orientierung wird also der Nitrat- 
bildner besonders durch blaues Licht inakti- 
viert. 
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SchluB8betrachtungen 


Auf Grund der Ergebnisse unserer Versuche 
ist es sehr wahrscheinlich, daB die Photoinakti- 
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Abb. 7. Der Einflu8 von 


Photoinaktivierung ist auch von anderen 
Bakterien bekannt. So beobachteten — sie 
Swarr-FUCHTBAUER u. RrpPpEL-BALpDEs (1951) 
bei Bacterium prodigiosum. Diese Forscher 
nehmen an, daB das Licht — es handelte sich 
auch hier um das kurzwellige Blau — zu einer Zerstérung von Cyto- 
chromen fiihrt. Trafe das auch bei Nitrobacter zu, miiBte das Absorp- 
tionsmaximum des Cytochroms mit dem Wirkungsspektrum des Lichts 
zusammentfallen. 1957) ermittelten jedoch 


schwachem Licht verschiedener 
Wellenlinge auf die Nitritoxy- 
dation durch Nitrobacter. Be- 
leuchtungsintensitéit: etwa 
775 Lux 


Lees u. Stmpson (1955, 
die Cytochrombanden fiir Nitrobacter winogradskyi bei 551, 589 und 
520—525 mu. Somit kann eine Cytochromzerstérung bei diesem Bak- 
terium kaum vorliegen, da die maximale Inaktivierung im Wellenbereich 
von 366—436 my erfolgt. Das Licht kénnte allerdings auf dem Umweg 
iiber andere Photosensibilisatoren wirksam sein. 


KUNISAWA u. STANTER (1958) sowie Marnrews, MIcHELINE u. 
StstromM (1959/60) stellten fest, da carotinoidfreie Mutanten von 
Corynebakterien, Rhodopseudomonas spheroides und Sarcina lutea bei 
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Belichtung durch Photooxydation abgetétet werden. Das ist bei den 
carotinoidhaltigen Stémmen dieser Arten nicht der Fall. Die Carotinoide 
miussen demnach eine schiitzende Funktion ausiiben. 


Auf Nitrobacter iibertragen wiirde dies bedeuten, daB seine Zellen 
carotinoidfrei sind. Der Nitratbildner ist daraufhin noch nicht untersucht 
worden. 

Fir das Experimentieren mit Nitrobacter ergibt sich aus unseren 
Beobachtungen ein wichtiger Schlu8: Der Lichteinflu& ist so deutlich, 
daB er bei Arbeiten mit diesem Bakterium beachtet werden sollte. Nur 
wenn die Versuche im Dunkeln, bei ganz schwachem Licht oder im Rot- 
licht angestellt werden, kénnen unerwiinschte Nebenwirkungen des 
Lichtes vermieden werden. 


Zusammenfassung 


1. Licht hemmt die Oxydationstatigkeit von Nitrobacter winogradskyi 
bis zur volligen Oxydationsruhe. 

2. Die Inaktivierung ist um so starker, je langer das Licht einwirkt 
und je starker die Lichtintensitat ist. 

3. Nach totaler Photoinaktivierung setzt im Dunkeln eine Erholung 
ein. 

4. Die Reaktivierung beginnt um so spater, je langer das Licht vorher 
einwirkte und je starker die Beleuchtungsintensitat dabei ist. 

5. Die untere Grenze der hemmenden Wirkung des Lichtes scheint bei 
etwa 200—300 Lux zu liegen. 

6. Fiir die Photoinaktivierung ist vor allem das Blaulicht im Wellen- 
bereich zwischen 366—436 mu verantwortlich. 

7. Rotes Licht hat keine Wirkung. 


8. Es ist méglich, wenn auch nicht erwiesen, da der von uns benutzte 
Nitrobacter-Stamm keine Carotinoide enthalt. 


Die Untersuchungen wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
gefordert. 
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Untersuchungen iiber die fungicide Wirkung 
des elementaren Schwefels auf Conidien 
von Fusarium decemeellulare (Brick) 


Von 
HELMUT MEYER 


Mit 6 Textabbildungen 


(Hingegangen am 27. Januar 1961) 


Uber die Wirkungsweise des elementaren Schwefels sind viele 
Anschauungen geauBert worden, von denen aber bis heute keine unwider- 
sprochen geblieben ist. (Zusammenfassungen: TRAPPMANN 1939; FREAR 
1949; McCatian 1949 und HorsFratt 1945, 1956). Einige Autoren gingen 
davon aus, daB der elementare Schwefel nicht selbst wirken kénne, da er 
zu wenig wasserloéslich sei und da sich zundchst wasserlésliche Verbin- 
dungen bilden miiBten, die dann in das biologische Geschehen der Zelle 
eingreifen kénnten. Man rechnete mit léslichen Oxydationsprodukten 
oder mit léslichen Reduktionsprodukten des Schwefels. Beide Anschau- 
ungen wurden experimentell begriindet und widerlegt. Der Streit um 
Oxydations- oder Reduktionsprodukte war so groB, das SaLmon in einer 
Diskussion (ORDINARY MeeEtTING 1925) sagte: ,,The more I read, the 
greater the confusion grew“. 

Zunichst einiges iiber die Hypothesen, die den Oxydationsprodukten 
des Schwefels die fungicide Wirkung zusprechen. Oxydation des Schwe- 
fels findet an der Luft und besonders in der Warme immer statt. Auch 
in einer waBrigen Pilzsporensuspension konnten MiiuEer, McCaLaNn u. 
WEED (1953) mit Hilfe von S** die Bildung von geringen Mengen Sulfat 
aus elementarem Schwefel feststellen. Schwefeldioxyd und Schwefel- 
trioxyd bzw. ihre waBrigen Lésungen als schweflige Saure und Schwefel- 
sdure, sind fiir Pilzsporen aber erst in Mengen giftig, die bereits die Pflan- 
zen schadigen (WILHELM 1954). Nach einer besonders von Youne (1922) 
vertretenen Vorstellung hielt man Pentathionséure, H,S,O,, fiir die 
wirksame toxische Verbindung. Es lieB sich nachweisen, dafi an der 
Oberflache des elementaren Schwefels Pentathionsiure vorkommt. Dem- 
gegeniiber konnten Roach u. GLYNNE (1928) sowie WILCOxON u. 
McCatuan (1930) nachweisen, daB die Giftigkeit von Pentathionsaure, 
Schwefeldioxyd und Schwefeltrioxyd nur auf ihrer Wasserstoffionen- 
konzentration in waBriger Lésung beruhen kann. Neutralsalze der 
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Pentathionsaure sind unwirksam. WILcoxoNn u. McCatan (1930) fanden 
daB eine Schwefelprobe, die zur Entfernung von Pentathionséure und 
Schwefelsiure mit Natronlauge gewaschen wurde, genauso giftig blieb 
wie die unbehandelte Probe. Die Anschauung, daB elementarer Schwefel 
durch toxische Oxydationsprodukte wirke, wird allgemein durch folgende 
Tatsachen gestiitzt: Sauerstoff begiinstigt die fungicide Wirkung von 
Schwefel auf keimende Sporen (DorAN 1922), und oxydierende Substan- 
zen wie z. B. Kaliumpermanganat kénnen die Wirksamkeit des Schwefels 
steigern (LEE u. Martin 1927). 

Von den Reduktionsprodukten des Schwefels soll vor allen Dingen 
Schwefelwasserstoff die Giftwirkung des Schwefels verursachen. PoL- 
LACCI (1875) stellte fest, daB an pilzinfizierten Blattern nach Schwefel- 
behandlung Schwefelwasserstoff auftrat. Er nahm deshalb an, daf 
Schwefelwasserstoff die giftige Verbindung des Schwefels sei. Die Unter- 
suchung von Mriuer, McCatian u. WEED (1953) lieferte den wichtig- 
sten Beitrag gegen die Schwefelwasserstoffhypothese. Ihre genauen 
quantitativen Studien bei einer ganzen Anzahl von Pilzen ergaben, dab 
elementarer Schwefel 5—50mal giftiger sein kann als die entsprechende 
Menge Schwefelwasserstoff. Die Autoren verglichen auch die Schwefel- 
empfindlichkeit verschiedener Pilzarten mit der in einem bestimmten 
Zeitraum gebildeten Schwefelwasserstoffmenge. Sie fanden, daf Pilze, 
deren Sporen die gréBte und die geringste Schwefelwasserstoffproduk- 
tion hatten, besonders schwefelresistent waren. Dagegen hatten schwefel- 
empfindliche Pilze diesbeziiglich eine mittlere Stellung. WILHELM (1954) 
kam bei Untersuchungen an Oidiwm ebenfalls zu dem Ergebnis, dab 
elementarer Schwefel giftiger ist als die entsprechende Menge Schwefel- 
wasserstoff, und dab die fungicide Wirkung nicht auf Schwefelwasserstoff 
zuriickgefiihrt werden kann. 

In neueren Anschauungen macht man nicht das Produkt, sondern 
den Vorgang der Reduktion des Schwefels fiir die fungicide Wirkung 
verantwortlich. Es soll der normale Stoffwechsel der Zelle dabei gestért 
werden. Die Giftigkeit des Schwefels sei dadurch gegeben, daB der Schwe- 
fel an die Stelle eines zelleigenen Wasserstoffacceptors trete, einen zell- 
eigenen K6rper oxydiere und dabei selbst zu Schwefelwasserstoff redu- 
ziert werde. Diese St6rung im normalen Stoffwechsel miisse die eigentliche 
letale Wirkung hervorbringen. 

In den Arbeiten der letzten Jahre (vgl. auch Horsraty 1956) wird 
angenommen, dab der elementare Schwefel selbst und nicht eine drauBen 
gebildete Verbindung in die Pilzsporen eindringe. So schreibt WILHELM 
(1954): ,,Die fungicide Wirkung geht also nicht von SO, oder H,S, 
sondern vom Schwefel selbst aus, der entsprechend seinem Dampfdruck 
mit dem Pilz in Kontakt kommt.‘ Hierbei geht es zunachst um die Art 
des Eindringens der Fungicide. Fiir das Eindringen des Schwefels in die 
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Zelle nimmt man an, daf dies auf Grund der Fettléslichkeit des Schwefels 
tiber die Lipoidphase der Plasmagrenzschicht geschehe. In der Zelle 
wirde er dann in den Stoffwechsel einbezogen, und als 4uBeres Zeichen 
trete Schwefelwasserstoff auf. Wie aber letztlich die fungicide Wirkung 
zustande kommt, ist nach den bisherigen Ergebnissen der Forschung 
noch ungeklart geblieben. Der Versuch, diese Frage beantworten zu 
k6énnen, ist zwar nicht gelungen, fiihrte aber zu Feststellungen, die fiir 
eine kiinftige Forschung wesentlich sind und deshalb hier mitgeteilt 
werden sollen. 


Material und Methoden 


Alle verwendeten Chemikalien hatten den hédchstméglichen Reinheitsgrad. 
Das Wasser wurde in einer Vollglasapparatur aus Jenaer Glas destilliert und die 
Glasgerate (Geraiteglas 20) mit Nitratschwefelsdure und Aqua dest. gereinigt. 

Der Versuchspilz Fusarium decemcellulare (Brick) eignet sich gut fiir Fungicid- 
untersuchungen (vgl. TROGER 1956). Fiir seine Vor- und Vermehrungskultur ver- 
wendete ich Malzagar (30 g Agar-Agar, 30 g Malzextrakt und 2 ¢ Pepton auf 1000ml). 
Nach einem 7—9tagigen Bebriiten bei 24°C konnten die in groBen Mengen gebil- 
deten Makroconidien mit einer Platinédse der Kultur entnommen werden. Um 
Conidienklumpen und Mycelreste zu entfernen, wurden die Conidiensuspensionen 
durch Glaswolle filtriert. Fiir die meisten Versuche ist die Suspension dann auf 
50000—100000 Conidien/ml verdiinnt worden (Zahlkammer nach THoma zur 
Bestimmung der Keimzahl). 

Die kolloidale Schwefell6sung wurde nach den Angaben von MituER, McCaLiuan 
u. WEED (1953) prapariert. Es wurden 125 mg sublimierter Schwefel in 250 ml 
Aceton gelést und davon entsprechende Mengen in Aqua dest. eingebracht. Hine 
kolloidale Schwefellésung ohne Aceton erhalt man durch Destillation im Vakuum. 
Vorversuche zeigten, dafi das Aceton in den verwendeten Konzentrationen keinen 
toxischen Hinflu8 hat. Der gréBte Teil der hier beschriebenen Versuche wurde mit 
acetonhaltiger Schwefellésung durchgefiihrt. Kontrollversuche mit acetonfreier 
Schwefellésung hatten die gleichen Ergebnisse. 

Die fungicide Wirkung ist mit dem Objekttrager-Sporenkeimtest gepriift 
worden, wobei die Technik der AMERICAN PHYTOPATHOLOGICAL SocreTy (1943) 
weitgehend beachtet wurde. Es werden Tropfen der Conidiensuspension in Aqua 
dest. und mit den entsprechenden Zusitzen auf Objekttrager gesetzt und dann in 
Petrischalen, welche als feuchte Kammern hergerichtet sind, bei 24°C bebriitet. 
- Zum Auszihlen geniigte eine 80fache VergréBerung, wobei so viel beliebige Gesichts- 
felder in verschiedenen Tropfen ausgezihlt wurden, bis mindestens 100 Conidien 
erfaBt waren. 96°/, war im Durchschnitt der héchste Anteil an gekeimten Conidien. 

Da Schwefel in kolloidaler Form angewendet wurde und die Conidien etwa 80 
lang sind, war es méglich, die Conidien nach einer gewissen Einwirkungsdauer aus 
der Fungicidlésung herauszunehmen. Fiir diesen Zweck eigneten sich Allihnsche 
Rohrchen (G4-Filter), die vor jedem Versuch mindestens 24 Std mit Kénigswasser 
oder konzentrierter Schwefelsiure p.a. gereinigt worden waren. Nachdem die 
Fungicidlésung von den Conidien abgesaugt war, wurde noch zweimal mit Aqua 
dest. nachgewaschen. Zum Schluf sind die Conidien in Aqua dest. resuspendiert 
worden. 7 

Die Schwefelaufnahme durch die Conidien konnte durch die Anderung der 
Triibung der kolloidalen Schwefellésung gemessen werden. Dazu diente der Nephelo- 
meteraufsatz zum Pulfrich-Photometer. 
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Fiir den Nachweis der Schwefelwasserstoffbildung kam es nicht darauf an, die 
von den Conidien gebildete absolute Schwefelwasserstoffmenge zu bestimmen. Es 
geniigte, die relativen Mengen zu vergleichen. Sollte nur festgestellt werden, ob 
Schwefelwasserstoff gebildet wird oder nicht, dann geniigten Bleipapier und die 
Riechprobe. Beim Vergleich verschieden behandelter Conidien geniigte die Angabe 
der Extinktion einer Reagenslésung, deren Farbtiefe sich mit der Menge des ein- 
geleiteten Schwefelwasserstoffes verinderte. Der Schwefelwasserstoff wurde mit 
Stickstoff (reinst) oder PreBluft aus der Sporen-Schwefel-Suspension verdrangt. 
Auffangfliissigkeit waren 10 ml Ammoniummolybdatlésung nach Angaben von 
Srrarman (1954). Bei Zutritt von Schwefelwasserstoff bildet sich eine blaue 
Komplexverbindung. Die Farbung wurde stiindlich mit dem Pulfrich Photometer 
gemessen. 

Fiir den Nachweis des Bleis in den Conidien, nachdem ein Bleisalz als 
Reagens fiir H,S nétig war, eignete sich eine 0,1°/,ige Diphenylcarbazonlésung ; 
es bildete sich eine weinrote Komplexverbindung. 


Experimenteller Teil 
Die Empfindlichkeit der Conidien fiir elementaren Schwefel 


Da Fusarium decemcellulare noch nicht auf seine Empfindlichkeit 
gegeniiber elementarem Schwefel untersucht war, muften zunachst 
folgende Untersuchungen angestellt werden: 1. Es wurde sublimierter 
Schwefel zusammen mit Conidien in Wasser suspendiert und das Keimen 
der Conidien beobachtet. 2. Sublimierter Schwefel wurde auf einen mit 
Conidien frisch beimpften Malzextraktagar in einer Petrischale auf- 
gestaubt. In beiden Fallen war das Ergebnis eindeutig negativ, das 
Keimen der Conidien und auch das Wachstum des Pilzes unterschied sich 
nicht von den Kontrollen. Selbst die Conidien, die in einem innigen 
Kontakt mit den Schwefelpartikelchen standen, keimten normal aus. 

Ks ist eine gut bekannte Tatsache (siehe z.B. Miter, McoCaLuan u. 
WEED 1953), da die Wirkung des Schwefels der Teilchengr6Be umgekehrt 
proportional ist. Da die Versuche in waBrigem Milieu ausgefiihrt werden 
muften, war der héchste Verteilungsgrad des Schwefels mit einer kolloi- 
dalen Schwefellésung zu erreichen. Eine kolloidale Schwefellésung, die 
ich aus einer Aceton-Schwefel-Lésung herstellte, hatte dann auch eine 
gentigend hohe fungicide Wirkung. Sie wurde deshalb fiir die weiteren 
Versuche verwendet. 

Die Empfindlichkeit der Fusariwm-Conidien fiir den Schwefel in 
dieser Form wurde mit dem Objekttrigerkeimtest gepriift. In Neben- 
versuchen konnte festgestellt werden, daB Conidien auch auf Malzextrakt- 
agar nicht mehr keimten, wenn sie lingere Zeit unter der Schwefel- 
einwirkung gestanden hatten. 

Die Conidien von Fusarium decemcellulare schwanken etwas in ihrer 
Empfindlichkeit gegeniiber kolloidalem Schwefel; der .~p-50-Wert, 
also die Fungicidmenge, bei welcher 50°/, der Conidien noch keimen, 
lag meistens zwischen 4 und 6 y/ml. Es kamen aber auch tp-50-Werte 
von 3 y Schwefel/ml und 7—8 y Schwefel/ml vor. 
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Untersuchungen iiber die Aufnahme des Schwefels in die Conidien 


Es ist mir nicht gelungen, den elementaren Schwefel in den Conidien 
von Fusarium decemcellulare nachzuweisen, wenn diese einer kolloidalen 
Schwefellésung ausgesetzt waren. GoupsworTuy (1928) hatte elementa- 
ren Schwefel in den Keimschléuchen und Uredosporen von T'ranzschelia 
punctata (Pers.) nachgewiesen, aber erst nach der Behandlung mit 
fliissigem Schwefelkalk. Es mu8 beachtet werden, daB es ein Unterschied 
ist, ob man elementaren Schwefel oder die Polysulfide der Schwefelkalk- 
briihe auf Pilzsporen einwirken 148t. Durch Reduktion bildet sich aus 
Schwefel Schwefelwasserstoff, welcher entweicht, die Polysulfide werden 
aber in den Sporen héchstwahrscheinlich zu Schwefel oxydiert, und diesen 
Schwefel wird Gotpsworruy in den Keimschlauchen und Sporen nach- 
gewiesen haben. 


Nach den Angaben von CHaRteET (1954) kann Schwefel in Schwefel- 
mikroben mit Piperidin und Nitroprussidnatrium nachgewiesen werden. 
Dazu wurde ein Conidienpraparat lufttrocken gemacht, mit Formalin 
fixiert, wieder an der Luft getrocknet und dann unter dem Mikroskop 
schnell hintereinander mit Piperidin und Nitroprussidnatrium betupft. 
Die violette bis himmelblaue Farbung, die 3—5 min sichtbar sein soll, 
blieb hier bei den Conidien von Fusarium decemcellulare aus. 


Um festzustellen, ob es wirklich zu einer Schwefelaufnahme in die 
Conidien kommt oder ob die Reduktion des Schwefels auBerhalb der 
Conidien stattfindet, muBten andere Untersuchungsmethoden angewen- 
det werden. Ein Beweis dafiir, daB es wirklich zu einer Schwefelaufnahme, 
zumindest aber zu einer sehr starken Adsorption durch die Conidien 
kommt, wurde dadurch gefunden, daB eine Schwefelwasserstoffbildung 
auch dann noch beobachtet werden konnte, wenn gar kein Schwefel 
mehr in der AuBenlésung der Conidien vorhanden war. Fir diesen Ver- 
such sind 9 ml Conidiensuspension mit 1 ml kolloidaler Schwefellosung 
versetzt worden. Die Endkonzentration war 5 y Schwefel/ml bei 80000 
Conidien/ml. Ein in den Gasraum iiber der Fliissigkeit eingehangtes 
Stiick Bleipapier hatte nach einiger Zeit eine deutliche Braunfaérbung 
durch den entwickelten Schwefelwasserstoff. Nach 90 min wurden die 
Conidien mit Hilfe eines G4-Filters von der Schwefellésung befreit, 
gewaschen und in 10 ml Aqua dest. resuspendiert. Wenn die Conidien 
Schwefel aufgenommen oder adsorbiert hatten, dann muBte die Schwefel- 
wasserstoffbildung dieser Conidien in der gleichen Weise wie vorher zu 
erkennen sein. Der nach 30 min herausgenommene Bleipapierstreifen 
zeigte eine leichte Braunfaérbung. Ein danach erneut eingehangter Blei- 
papierstreifen war nach weiteren 15 Std ungefirbt. Es war also ein 
geringes Nachhalten der Schwefelwasserstoffbildung zu vermerken, d.h. 
die Conidien muBten Schwefel aufgenommen oder adsorbiert haben. 
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Weitere Ergebnisse konnte ich durch das nephelometrische Verfolgen 
der Schwefelaufnahme oder -adsorption der Conidien erhalten. Die 
Schwefelaufnahme oder -adsorption der Conidien ist meBbar, wenn man 
die Conidien aus der kolloidalen Schwefellésung entfernt, bevor die 
Schwefelwasserstoffbildung einsetzt. Die Triibwerte der mit Hilfe eines 
G4-Filters von den Conidien abgesaugten kolloidalen Schwefell6sungen 
vergleicht man dann mit dem Triibwert einer kolloidalen Schwefel- 
lésung, die ohne Conidien geblieben war. Es mute dabei mit geringen 
Schwefelkonzentrationen gearbeitet werden, damit gute meBbare Werte 
erlangt werden konnten!. Als Vergleich dienten Schwefelemulsionen, in 
die keine Conidien suspendiert wurden, und Schwefelemulsionen, in 
denen getétete Conidien suspendiert waren. Die Conidien sind durch 
Hitze oder durch Zusatz von Kupfersalzen getotet worden. 

In ein Reagensglas kamen 5 ml einer Lésung mit 2 y Schwefel/ml, 2 ml Conidien- 
suspension in Aqua dest. und 3 ml Aqua dest. Bei den Versuchen mit Kupferzugabe 
ersetzte 1 ml Kupfersulfatlésung 1 ml Aqua dest. Die Conidien fiir diese Versuche 
waren vorher iiber einem G4-Filter dreimal gewaschen worden. Die Conidiendichte 
betrug immer etwa 2: 10° Conidien je Milliliter. Zum Abtrennen der kolloidalen 
Schwefellésung von den Conidien muBbten die G4-Filter trocken sein, damit kein 
zusitzliches Verdiinnen der kolloidalen Schwefellésung eintrat. Die kolloidale 
Schwefellésung, die zum Vergleich ohne Conidien geblieben war, ist parallel filtriert 
worden. 

Eine Kupferzugabe zur kolloidalen Schwefell6sung hatte keinen Ein- 
fluB auf die Triibung. Die geringe Triibungszunahme, die in der ersten 
Zeit nach dem Mischen des Acetonschwefels mit Aqua dest. auftrat, 
brauchte nicht beachtet zu werden, da gleichzeitig eine Kontrolle ohne 
Conidien beobachtet wurde. 

Es sollte die Schwefelaufnahme oder -adsorption normaler Conidien, 
die durch Erhitzen abgetéteter Conidien und die gleichzeitig gekupferter 
Conidien verglichen werden. Dabei hatte sich als giinstig erwiesen, die 
kolloidale Schwefell6sung nach 10 min von den Conidien abzutrennen, 
da in dieser Zeit von den normalen Conidien noch keine merklichen 
Schwefelmengen zu nachweisbarem Schwefelwasserstoff reduziert worden 
waren. Bei der gleichzeitigen Kupfereinwirkung wurde eine Kupfer- 
sulfatlo6sung mit 10 y Cu++/ml angewendet. Das Ergebnis dieser Ver- 
suche ist in Tab.1 festgehalten. Es handelt sich um die Mittelwerte aus 
sieben Versuchen. 


Die Ergebnisse lassen erkennen, daB nach 10 min die durch Hitze 
abgetéteten Conidien 10°/, mehr und die mit Kupfer behandelten 
Conidien 3°/, mehr Schwefel aufgenommen oder adsorbiert haben als 


' Nimmt man an, daf eine bestimmte Conidienmenge aus einer stirkeren 
Schwefellésung gegen das Konzentrationsgefille 1/,, des Schwefels aufnehmen 
wird, so mul} dieselbe Conidienmenge aus einer schwacher konzentrierten Schwefel- 
lésung einen relativ gréBeren Anteil des angesetzten Schwefels aufnehmen. 
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die normalen Conidien. Die Werte der Schwefelmengen, die lebende und 
getdtete Conidien aufgenommen hatten, lagen erstaunlich nahe beiein- 
ander. 

Diese Ubereinstimmung erkennt man auch, wenn man die Schwefel- 
aufnahme iiber die 10 min hinaus verfolgt. Dabei zeigte sich, daB nach 
45 min in allen drei Fallen 98—99°/, des Schwefels von den Conidien, 
ob lebend oder tot, aufgenommen oder adsorbiert worden sind. Die 
angesetzten Schwefel-, Kupfer- und Conidienmengen waren die gleichen 
wie im vorherigen Versuch. Wesentlich ist bei diesem Versuch aber, dab 


Tabelle 1. Vergleich der Schwefelaufnahme oder -adsorption von normalen, durch 
Hitze abgetoteten und von gekupferten Conidien aus einer kolloidalen Schwefellésung 
(1 y S/ml) nach 10 min 


Relative oe ch Aufgenommene 
1 y S/ml nach 10 min Triibung oa ee Schwefelmenge 
in 9 ohne Conidien in 9 
= 100°/,) ; 
ohne Conidien Wl 100 0 
normale Conidien 26 35 65 
durch Hitze abgetétete Conidien 21 25 75 
mit 10 y Cut*/ml gleichzeitig behan- 
delte Conidien 23 32 68 


von den beim Ansatz lebenden Conidien der Schwefel zu Schwefelwasser- 
stoff reduziert worden ist, von den vorher oder durch Cu-Zusatz getoteten 
Conidien dagegen nicht. 

Uber den wahrscheinlichen Ort der Schwefellokalisation in der 
Conidie ergab die gleichzeitige Behandlung der Conidien mit Schwefel 
und Bleiacetat eine Andeutung. Da die Reduktion des Schwefels zu 
Schwefelwasserstoff durch Blei zunachst nicht gestort wird, entsteht in 
den Conidien braunes Bleisulfid. Die Farbung des Bleisulfids ist gentigend 
kraftig und daher mikroskopisch gut erkennbar. Es stellte sich heraus, 
daB die Conidien nicht etwa durchgehend gefarbt sind, sondern dab das 
Bleisulfid nur an den Zellwanden lokalisiert war. Bei den AuBenwanden 
der Conidie ist dies freilich nicht mit Bestimmtheit zu sagen, da sie immer 
als Begrenzung des Objekts dunkel erscheinen. Die Kammertrennwande 
waren aber einwandfrei dunkelbraun gefarbt (Abb.1). Die Conidie der 
Abb.1 ist durch den Deckglasdruck etwas gequetscht worden. Dadurch 
ist es aber méglich, durch die Conidienzellen hindurch seitlich auf die 
ganze Trennwand zu sehen. Die braune Farbung der Trennwande abt 
sich noch deutlicher demonstrieren, wenn man eine Conidie so vorsichtig 
zerquetscht, da sich die Trennwande umlegen (Abb. 2). 

Es wird hierdurch eine spezifische Lokalisation des Bleisulfids an 
den Kammertrennwanden demonstriert. Dabei denkt man zundachst, 
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daB das eingedrungene Blei an diesen Stellen lokalisiert ist. Ich habe 
deshalb die bleihaltigen Conidien mit Diphenylearbazon versetzt. Ks 
stellte sich heraus (Abb.3), daB die Conidien durchgehend auf Blei 
reagierten, an den Kammertrennwanden nicht starker als im Inhalt der 
Zellen. Das Bleiacetat wird also nicht in den Zellwanden elektiv adsorbiert. 


Abb.1. 2 Std mit 400 »y Pb+*+ + 5 y S/ml behandelte Conidie von Fusarium decemcellulare. 
Vergr6éBerung: 1500fach 


Abb.2. 2 Std mit 400 y Pb*+*+ + 5 y S/ml behandelte Conidie. Die Conidie wurde zerquetscht, um die 
Lokalisation des Bleisulfids an den Kammertrennwinden nachzuweisen. VergréBerung: 1500fach 


Abb.3. 2 Std mit 400 y Pb**+ + 5 yS/ml behandelte Conidie; mit Diphenylearbazon angefirbt- 
VergréBerung: 1500fach 


Es muB deshalb gefragt werden, ob der elementare Schwefel oder das 
Bleisulfid, das Reaktionsprodukt, in den Zellwanden angesammelt wird. 
Dieser Frage miiBte erst mit weiteren Untersuchungen nachgegangen wer- 
den. 


Die Reduktion des kolloidalen Schwefels zu Schwefelwasserstoff 
durch die Conidien 


Die Reduktion des elementaren Schwefels zu Schwefelwasserstoff ist 
eine Reaktion, die an vielen lebenden Systemen, auch bei den Sporen 
vieler Pilze zu beobachten ist. Nachdem zuniéchst angenommen wurde, 
da Glutathion dafiir verantwortlich zu machen sei, denn isoliertes 
Glutathion ist zur Schwefelreduktion fahig, kam man doch von dieser 
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Ansicht ab. Nach Forster (1949) ist die Schwefelreduktion normaler- 
weise nicht an ein bestimmtes System gebunden. Der Schwefel soll fiir 
den durch cellulire Dehydrogenasen und Wasserstoffibertriger verfiigbar 


gemachten Wasserstoff gegentiber dem O, als konkurrierender Wasserstoff- 
acceptor auftreten. 


Die Conidien von Fusarium decemcellulare reduzierten von dem gebo- 
tenen kolloidalen Schwefel gréBere Mengen zu Schwefelwasserstoff, so 
da es leicht méglich war, diese Mengen zu messen. Es wurden nur 
relative Mengen und nicht die ab- 
soluten Mengen des gebildeten 
Schwefelwasserstoffs miteinander 
verglichen. Die Kurven in Abb.4 
demonstrieren, wie die gebildete 
Schwefelwasserstoffmenge je nach 
der Art des Verdrangungsgases 


wat Stickstorf 
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mit der Zeit unterschiedlich gréBer =~ 
wurde, je nachdem die Conidien % 
aeroben oder weitgehend anaero- 7 2 % 6 80 16 20 30 
ben Bedingungen  ausgesetzt Std 
waren. Vergleicht man beide Abb.4. Relative Schwefelwasserstoffmenge, die 


Kurven, dann findet man drei 
bemerkenswerte Unterschiede: 

1. Die Conidien bilden unter 
aeroben Verhaltnissen bedeutend 
weniger Schwefelwasserstoff aus 


von den gleichen Conidienmengen unter aeroben 
und weitgehend anaeroben Bedingungen gebildet 
wurden. 20 y kolloidaler Schwefel/ml zugesetzt. 
Stickstoff und PreBluft als Verdrangungsgas. 
Jeweils 50 ml Conidiensuspension in Aqua dest. 
mit etwa 100000 Conidien/ml. Temperatur 28°C. 
Gesamtextinktion von 10 ml vorgelegter Ammo- 
niummolybdatlésung. Conidien einer 9 Tage 
alten Kultur 


Schwefel als unter weitgehend 

anaeroben Verhaltnissen. 2. In den ersten Stunden ist die Schwefelwasser- 
stoffproduktion aerob etwas stirker als anaerob. 3. Die Schwefelwasser- 
stoffbildung nahert sich unter aeroben Bedingungen schneller einem End- 
wert als unter weitgehend anaeroben. 


Die Schwefelwirkung unter aeroben und unter weitgehend anaeroben 
Verhiltnissen in Abhdngigkeit von der Dauer der Einwirkung 


Fiir diese Untersuchungen war es notwendig, nach einer bestimmten 
Einwirkungszeit die Conidien der Schwefelwirkung zu entziehen. Dies 
war sehr einfach dadurch méglich, daB sich die kolloidale Schwefell6sung 
mit Hilfe eines G4-Filters von den Conidien abtrennen lie. Die mehrmals 
gewaschenen und in Aqua dest. resuspendierten Conidien konnten dann 
auf ihre Keimfahigkeit gepriift werden. 

Vorversuche, bei denen die Sporen-Schwefel-Emulsionen in einem 
Erlenmeyerkolben offen an der Luft gestanden haben, ergaben, da die 
Conidien nach ungefaéhr 10 Std Einwirkungszeit nur gering geschadigt, 
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daB aber nach 24 Std keine Conidien mehr keimfaihig waren. Dem- 
gegeniiber konnten Conidien, die in den Schwefelemulsionen die ganze Zeit 
unter O,-Mangel mit Stickstoff durchgespiilt worden waren, nach 24 Std 
Behandlung noch mit mehr als 50°/, auskeimen. Aus diesem Grund 
wurden Conidiensuspensionen, die teils mit Stickstoff und teils mit 


PreBluft durchspiilt waren, unter sonst gleichen Versuchsbedingungen 
verglichen. Dabei ergab sich deutlich (Abb.5), daB die Conidien durch die 


Aeimprozente 


4 8 12 16 20 24 Std 28 


Abb. 5. Keimfihigkeit der Conidien, nachdem sie verschieden langen Zeiten unter aeroben und weit- 
gehend anaeroben Verhiltnissen der Schwefelwirkung ausgesetzt waren. 20 y Schwefel/ml Conidien 
einer 9 Tage alten Kultur in Aqua dest, suspendiert, 100000 Conidien/ml. Bei 28°C mit Stickstoff 
oder PreBluft durchspitilt. Conidien durch Absaugen der kolloidalen Schwefelldsung und Waschen 
nach bestimmter Zeit der Schwefelwirkung entzogen. 0—-—O mit PreBluft; x——.x mit Stickstoff 


Schwefeleinwirkung unter aeroben Verhaltnissen, also unter dem EinfluB 
von O,, ihre Keimfahigkeit schneller als unter weitgehend anaeroben 
verloren hatten. 

Wie bereits erwahnt, hatte sich in anderen Fallen gezeigt, da unter 
anaeroben Verhaltnissen noch langere Zeiten fiir das Erreichen einer 
letalen Schwefelwirkung notwendig sind, als es in diesem Versuch fest- 
gestellt werden konnte. Dabei ist zu beachten, daf ein Luftzutritt nicht 
zu vermeiden war, wenn die Proben fiir die Kontrolle der Giftwirkung 
entnommen werden mubten. Die ,,anaeroben Kulturen‘‘ waren also 
letztlich ebenfalls dem Luftsauerstoff ausgesetzt. 


Steigerung der Schwefelwirkung durch Kaliwmpermanganat 

Neben der eben beschriebenen Sauerstoffabhaingigkeit der Schwefel- 
wirkung ist die bereits 1927 von LEE u. Martin festgestellte Tatsache, daB 
Kaliumpermanganat die Wirkung von Schwefelfungiciden erhdht, die 
Hauptstiitze der Theorie, da’ der Schwefel in einer oxydierten Form 
wirkt. YARWwooD (1948) konnte dies bestitigen. 

Ich konnte in meinen Untersuchungen mit Fusarium decemcellulare 
(Brick.) diesen Effekt auch nachweisen. Zu jeweils 4 ml Conidiensuspen- 
sion in Aqua dest. kamen 0,5 ml KMnO,-Lésung und 0,5 ml kolloidale 
Schwefellosung in abgestuften Konzentrationen. Tab.2 beschreibt das 
Ergebnis der Keimversuche. Betrachtet man die Keimprozente der 
Conidien in Schwefel und Kaliumpermanganat und die Keimprozente der 
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Kombinationen aus beiden, dann ist deutlich zu erkennen, daB hier nicht 
nur ein rein additiver Effekt der Wirkung beider Stoffe vorliegt. 

6 y Schwefel/ml und 3 Mn’+/ml lassen jeder fiir sich noch etwa 
90°/, der Conidien auskeimen, wahrend beide zusammen iiberhaupt 
kein Keimen mehr zulassen. Wir haben es also mit einer synergistischen 
Wirkung der beiden Stoffe zu tun. Es ist dabei nicht zu entscheiden, ob 
das Kaliumpermanganat die Schwefelwirkung verstarkt oder umgekehrt 


Tabelle 2 
Keimprozente einer Kombination von kolloidalem Schwefel und Kaliwmpermanganat 
Conidien einer 7 Tage alten Kultur in Aqua dest. suspendiert, 80000 Conidien/ml. 
Objekttragerkeimteste im Brutschrank bei 24°C. Nach 18 Std ausgewertet 


y Schwefel/ml 


0 1 2 3 4 5 6 i 

0 96 96 96 96 96 96 89 60 
et 96 96 96 96 96 96 55 48 
= 2 96 96 96 89 58 50 7 12 
3 3 87 35 13 3 3 16 0 0 
4 34 5 1 5 0 0 0 0 
Sy 6 0 0 0 0 0 0 0 
6 4 0 0 0 0 0 0 0 


der Schwefel die Kaliumpermanganatwirkung verstarkt. Es besteht 
sogar die Moglichkeit, daB sich aus beiden ein ganz neues toxisches 
System bildet. 

Ein kleiner Hinweis, der aber nicht fiir eine Erklairung ausreicht, 
ergibt sich aus den folgenden Beobachtungen. Kaliumpermanganat wird 
von den Sporen schnell reduziert, so daB die rotviolette Farbe in den 
Conidiensuspensionen bald ins Gelbbraune iibergeht. Auch die Conidien 
sind, unter dem Mikroskop betrachtet, braun gefarbt. Geringe Kalium- 
permanganatmengen werden sogar noch weiter reduziert, so daB die 
Lésungen schlieBlich ganz aufgehellt sind. Bei dem beschriebenen Ver- 
such mit Schwefel war nun zu beobachten, daB alle Reagensglaser mit 
1 y Mn7+/ml nach 24 Std vollstandig entfarbt waren, und daf die Reagens- 
glaser mit mehr als 3 y Mn7+/ml gelbbraun waren. Bei 2 y Mn‘*/ml zeigte 
sich aber eine deutliche Abhangigkeit der Farbe von der auBerdem noch 
in der Losung vorhandenen kolloidalen Schwefelmenge. Mit steigender 
Schwefelkonzentration nahm die gelbbraune Farbe ab, und bei 10y 
Schwefel/ml war die Lésung fast vollstandig entfarbt. 


Der Antagonismus zwischen Mangansulfat und Schwefel 


Ein Versuch mit zweiwertigem Mangan sollte priifen, ob dabei auch 
ein synergistischer Effekt auftritt. Obwohl die gleichen Versuchsbedin- 


gungen wie im vorhergehenden Versuch vorlagen, trat hier im Gegensatz 
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zum Kaliumpermanganat ein Antagonismus der Wirkung ein. Mangan- 
sulfat war fiir die Conidien nur in sehr hohen Konzentrationen giftig. 
Eine Steigerung der Schwefelwirkung konnte nie beobachtet werden. 
Bei der Verwendung héherer Schwefelkonzentrationen (10 und 15 y/ml), 
bei denen ein Teil der Conidien geschidigt werden konnte, vermochte 
Mangansulfat diese Wirkung zum Teil aufzuheben. 


Tabelle 3. 

Keimprozente einer Kombination von kolloidalem Schwefel und Mangansulfat 
Conidien einer 9 Tage alten Kultur in Aqua dest. suspendiert. 50000 Conidien/ml 
4 ml Conidiensuspension wurden mit 0,5 ml kolloidaler Schwefellésung und 0,5 ml 
MnSO,-Lésung versetzt. Objekttragerkeimteste im Brutschrank bei 24°C. Nach 

20 Std wurde ausgewertet 


y Schwefel/ml 


0 2 | 4 | 10 / 15 
ao 06 | O61) BF. |) aa8] be 
H 1/4 9 | 96 | 96 | 56 | 8 
he 06. BO) 96 a] GFE Pe 6 
a 9 | 96 | 96 | 65 | 16 
~ 10 Aa) a Sa ee Wi Wi J 

14 9 | 96 | 96 | 29 | 14 


Aus Tab.3 geht hervor, da8 das sonst unwirksame Mangan z.B. bei 
10 y Schwefel/ml das Keimen der Conidien um 40°/, heraufsetzte. Bei 
allen Wiederholungen des Versuches konnte dieselbe Wirkung des zwei- 
wertigen Mangans immer wieder beobachtet werden. 

Mangansulfat kann also die Giftwirkung des Schwefels etwas zuriick- 
draingen. Eine deutliche Wirkung wird allerdings nur bei den Schwefel- 
konzentrationen erhalten, bei welchen nur ein Teil der Conidien der Gift- 
wirkung des Schwefels erliegt. Die antagonistische Wirkung des Mangan- 
sulfates und die fungicide Wirkung des Schwefels hat in der Konzentra- 
tionsreihe der MnSO,-Lésung eine obere Grenze, oder besser gesagt, hat 
eine Optimumsfunktion; hier in den Versuchen bei 7 y gegeniiber 10 y 
Schwefel und bei 10 y gegeniiber 15 y Schwefel am stiirksten, bei hdheren 
Konzentrationen der Mn**+-Ionen wieder geringer. 


Untersuchungen tiber die Wirkung des Mangansulfates auf die Reduktion 
des Schwefels zu Schwefelwasserstoff 


Kine vergleichende Untersuchung der Schwefelwasserstoffbildung 
sollte Anhaltspunkte dafiir liefern, worauf die antagonistische Wirkung 
zwischen Schwefel und Mangansulfat beruht. Abb.6 zeigt den Kurven- 
verlauf der H,S-Bildung mit und ohne Mangansulfateinwirkung. Es 
wurde nach jeder Stunde die Extinktionszunahme von 10 ml Ammonium- 
molybdatlésung gemessen, welche durch den von den Conidien aus dem 
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Schwefel gebildeten und in die Ammoniummolybdatlésung eingeleiteter 
Schwefelwasserstoff entstand. 

Die Gesamtextinktion der Ammoniummolybdatlésungen am Schlu8 
des Versuches wies dahingehend einen Unterschied auf, daB durch die 
Mangansulfatzugabe etwas weniger Schwefelwasserstoff gebildet worden 
war als bei den nur mit Schwefel versetzten Conidien. Die Kurven in 
Abb. 6 zeigen aber, wann die Schwefelwasserstoff bildung stattgefunden hat 
und wie sich die Unterschiede 


verandern. In beiden Fallen By 
ist die Schwefelwasserstoff- x 

* . SS 
bildung in den ersten 2 Std am 8 92 
stirksten, bleibt dann bei den g 
mit Mangansulfat behandelten X ,, 
Conidien auf diesem Wert, & 
wahrend sie bei den nur mit 


Schwefel behandelten Conidien 2 y A aneaSla 10 


bereits abzusinken beginnt. Bis 
zur 6. Std fallen beide Kurven 
ziemlich schnell ab, der Abfall 
ist aber bei den Conidien, die 
unter dem EinfluB des Mangan- 
sulfats standen, nicht so steil wie 
bei den Conidien, die nur unter 
SchwefeleinfluB standen. Nach 


Abb.6. Extinktionszunahme von 10 ml Ammonium- 
molybdat als Vergleichsma8 der relativen Mengen 
Schwefelwasserstoff, die von den Conidien aus 
zugesetztem elementarem Schwefel gebildet werden. 
10y Schwefel/ml zugesetzt, —-—— 10y 
Schwefel + 8 y Mn++ als Mangansulfat/ml zugesetzt. 
PreBluftals Verdringungsgas. Temperatur 28° C (Brut- 
raum). Conidien einer 12 Tage alten Kultur. Jeweils 
50 ml Conidiensuspension mit 80000 Conidien/ml 


4 Std tiberschneiden sich die Kurven, 


und spater ist bis zur 9. Std bei den mit Mangansulfat behandelten 
Conidien eine etwas starkere Extinktionszunahme und damit Schwefel- 
wasserstoffbildung zu beobachten. 


Besprechung der Ergebnisse 

Es ist bekannt, daB elementarer Schwefel um so besser als Fungicid 
wirkt, je kleiner seine Partikel sind (Witcoxon u. McCatian 1931; 
FErIcHTMEIR 1949; Mitter, McCatian u. WEED 1953). Am wirksamsten 
ist eine kolloidale Schwefell6sung. Dabei kann ein Kontakt der Schwefel- 
teilchen und der Pilzsperen nicht die entscheidende Rolle spielen, wie es 
bei den basischen Metallsalzfungiciden (vgl. TROGER 1956; KOHLER 1956) 
der Fall ist, denn es konnte beobachtet werden, da Conidien von 
Fusarium decemcellulare auskeimten, obgleich sie in direktem Kontakt 
mit Partikelchen eines sublimierten Schwefels standen. 

Der Schwefel wird von der lebenden Zelle reaktiv reduziert. Die 
getotete Zelle kann ihn nicht reduzieren. Um mit dem lebenden System 
der Zelle reagieren zu kénnen, muB der Schwefel — wenn auch nur in 
Spuren — gelést sein. H,S wird erst gebildet, wenn Schwefel in die lebende 
Zelle kommt, zumindest das Plasma beriihrt. H,S kann also nicht die 
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Verbindung des Schwefels sein, die in die Zelle eindringt. H,S wird ja 
nach dem Eindringen des Schwefels von den Conidien nach aufen 
abgegeben. 

Eine Schwefelkonzentration verliert um so mehr ihre Toxicitat und 
wirkt um so weniger fungicid, je mehr die Conidiensuspension Schwefel 
zu H,S zu reduzieren vermag. Oxydationsmittel, wie Kaliumpermanganat 
und auch O,, erhdhen die Toxicitét des Schwefels oder die Sensibilitat 
der Sporenzelle. Anaerobe Bedingungen vermindern sie, obgleich die 
Reduktion des S zu H,S dabei vielfach gréBer ist. Reinigt man den 
Schwefel von méglichen Oxydationsprodukten, dann wird seine Toxicitat 
nicht geringer, so daB man auch nicht annehmen kann, da es Oxydations- 
produkte des Schwefels sind, die fungicid wirken. 

Es spricht vieles dafiir, daB elementarer Schwefel in die Zelle eindringt 
oder von ihr aufgenommen wird (vgl. WILHELM 1954). Daf wasserunlés- 
liche Stoffe in Zellen eindringen kénnen, hatte GRaFFI (1923) mit Kohlen- 
wasserstoffen nachgewiesen. Mit der Méglichkeit, daB auch elementarer 
Schwefel wegen seiner Fettléslichkeit tiber Lipoidphasen des Plasmas in 
die Zelle eindringt, haben WILHELM (1954) und HorsFatu (1956) gerech- 
net. Eine Conidiensuspension kann ihr Substrat vom Schwefel gegen das 
Konzentrationsgefaille nahezu reinigen. Dies spricht nicht gegen die 
Hypothese des Lipoidweges, denn es kann nach dem Prinzip der besseren 
Léslichkeit im Sinne der Nernstschen osmotischen Zelle (1890) geschehen. 

Demgegeniiber muB hier in Betracht gezogen werden, wie es auch 
gegen die Lipoidpermeabilitétstheorie von OvERTON (1895) geschehen 
mu, daf lipoidlésliche Korper als hochdisperse Emulsoide in waBriger 
Losung sehr oberflachenaktiv sind und an den groBen und vielfaltig 
gekriimmten Oberflachen der Zellen sich réumlich verdichten kénnen, 
wobei auch elektiv eine Ansammlung an einem spezifischen Adsorbens 
stattfinden kann. Will man eine Vorstellung von dem méglichen Adsor- 
bens gewinnen, dann ist zu beachten, daB die Sorption des Schwefels 
bei lebenden und bei getdteten Conidien in gleichen Mengen und wahr- 
scheinlich auch in gleicher Weise geschieht. Dieser Teil des Ganzen ist 
zweifellos weder von einem vitalen ProzeB noch von einer vitalen Struk- 
tur des Zellinnern abhangig, was der Hypothese, der Schwefel ginge bei 
der Aufnahme den Weg lipoidléslicher Stoffe, das Fundament entzieht, 
denn die auBeren lipoidreichen Schichten des Protoplasten sind nur in 
der Struktur der lebenden Zelle zu erwarten. Dagegen haben die Zellwande 
eine vom Leben oder Tod unabhiangige Struktur. 

Der kolloiddisperse elementare Schwefel ist im Innern der Conidien- 
zelle nicht nachzuweisen, was zu verstehen ist, denn er wird dort zu 
H,S reduziert. Andererseits li&t sich der Schwefelwasserstoff mit dem 
Reagens als Bleisulfid nur in den Zellwinden und im Innern in den 
Kammertrennwanden der Conidien nachweisen. Zunachst neigt man dabei 
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zu der Annahme, daB das Reagens, ein Bleisalz, dort in den Zellwanden 
elektiv adsorbiert wird. Dem widerspricht die Tatsache, daB es im 
Innern aller Zellen diffus verteilt nachgewiesen werden kann. Es ist also 
zu tiberlegen, ob der andere Reaktionspartner, der Schwefelwasserstoff, 
bzw. schon der kolloiddisperse elementare Schwefel oder das Reaktions- 
produkt, das Bleisulfid, in den Zellwanden elektiv adsorbiert wird. Vom 
H,S bzw. léslichen Sulfiden ist nicht anzunehmen, da8 sie in den Zell- 
wanden elektiv adsorbiert werden, denn sie sind nach ihrem Entstehen 
in der AuBenlésung und im Gasraum iiber der AuBenlésung nachzuweisen. 
Hs ist wahrscheinlich, da der hochdisperse Schwefel auf Grund seiner 
Oberflachenaktivitat unabhangig vom Leben und Tod der Zelle in den 
Zellwainden akkumuliert und dann in der lebenden Zelle dort reduziert 
wird, wo sich Plasma und Zellwand beriihren. Das Reagens Bleisalz, das 
die ganze Zelle durchdringt, kann dort sofort mit dem entstehenden H,S 
reagieren. Das Reaktionsprodukt wird dann an der gleichen Stelle durch 
Ausfallung angereichert. 

Auf dem Wege zur Erklarung der fungiciden Wirkung des Schwefels — 
das Ziel wurde hier in der Arbeit nicht erreicht — sind folgende Befunde 
zu beachten. 

Die Reduktion des Schwefels zu Schwefelwasserstoff ist etwas bei der 
Schwefelwirkung, was man meBbar erfassen kann. Dabei ist es weniger 
wichtig zu wissen, wie der Vorgang im Zeitverlauf ansteigt und abklingt 
(vgl. MitneR, McCatuan u. WEED 1953); wichtig ist das Ergebnis eines 
Vergleiches der Mengen des Schwefelwasserstoffes, die einerseits unter 
aeroben und andererseits unter weitgehend anaeroben Verhaltnissen ge- 
bildet werden. Ist Luftsauerstoff vorhanden, dann werden die Conidien 
bereits getdtet, ehe sie einen Teil der Mengen des H,S gebildet haben, die 
von den Conidien bei Sauerstoffmangel gebildet werden, ohne daf} sie im 
zweiten Fall dabei einen Schaden zu erleiden brauchen. Dies spricht ein- 
deutig gegen die Annahme, daB der fungicide Effekt des Schwefels durch 
Schwefelwasserstoff verursacht sei. 

Zweitens ist zu iiberlegen, ob der Schwefel die Lipoidphase der Zelle 
zerstort. Hiergegen spricht die Erfahrung, daB Conidien auch nach 
stundenlangem Einwirken des Schwefels noch auskeimten, wenn in- 
zwischen sehr viel Schwefel zu Schwefelwasserstoff reduziert werden 
konnte. Letzteres setzt aber voraus, da auch viel Schwefel in die Zelle 
eingedrungen war. Diese Erfahrung ist auch ein weiterer Beweis gegen die 
Hypothese, daB H,S das eigentliche Fungicid sei. 

Wenn das Reduktionsprodukt H,S nicht letal wirkt, dann tut es 
vielleicht das zelleigene Oxydationsprodukt des Vorganges. Vielleicht ist 
der empfindliche Teil etwas, was durch die Oxydation zerstért und 
inaktiviert wird. Mit der Annahme, da8 die Oxydationskraft des elemen- 
taren Schwefels unter aeroben Verhaltnissen einen lebenswichtigen 
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Wasserstoffdonator zerstért, den die Zelle unter anaeroben Verhaltnissen 
wieder ersetzen kann, lat sich die fungicide Wirkung des Schwefels 
zwar nicht als ein Wirken des H,§, aber als eine parallele Folge der Bildung 
des H,S erklaren. Die Auffassung, daB der Schwefel als Oxydationsmittel 
oder als Komponente eines Oxydationskatalysators toxisch wirkt, hat 
eine starke Stiitze in der oft erfahrenen Tatsache, daB seine Toxicitat 
durch zugesetzte Oxydationsmittel (0, oder Kaliumpermanganat) erhoht 
(vgl. auch Doran 1922) und im Gegensatz dazu durch anaerobe Bedin- 
gungen vermindert wird. Es ist wahrscheinlich, daB die Reduktion des 
Schwefels zu Schwefelwasserstoff eine Entgiftungsreaktion ist. Die 
Conidien miissen deshalb die Abwehrreaktion unter anaeroben Bedin- 
gungen mit starkeren Reduktionskraéften und mehr Ausdauer austiben 
konnen. WARTENBERG hat bereits 1954 darauf hingewiesen, daB die Zelle 
solange vom Schwefel keinen Schaden zu erleiden hat, wie sie hinreichend 
Schwefelwasserstoff bilden kann, solange also ihr Oxydoreduktionssystem, 
mit dem sie Reduktionskrafte entwickeln kann, nicht zerstért ist. 

Wenn die Reduktion des Schwefels zu H,S als eine reaktive Entgiftung 
des Schwefels angesehen werden kann, dann ist der Antagonismus 
zwischen Schwefel und Mangansulfat auch zu erklaren. Das Mn**-Ion ist 
nicht giftig, sondern fiir den Aufbau gewisser Enzyme notwendig 
(Borrt, JUCARELLI u. Bucor 1957; Hyarr u. Levinson 1957; RoTHSTEIN 
u.a. 1958). Wo hier in den Versuchsreihen die Schwefelkonzentration 
giftig zu werden begann, wirkte ein gewisser Konzentrationsbereich des 
zugesetzten Mangansalzes dagegen, d.h. das Mangansalz inhibierte die 
toxische Wirkung des Schwefels. 

Wenn man die Bildung des H,S im Zeitverlauf des Versuches und 
dabei hauptsachlich beim Beginn beachtet, dann kommt man leicht zu 
der Annahme, daB unter der Manganeinwirkung deshalb mehr Conidien 
auskeimen kénnen, weil dabei weniger Schwefelwasserstoff insgesamt 
gebildet wird. Dies wiirde die Theorien stiitzen, daB die toxische Wirkung 
des Schwefels eine Funktion der Schwefelwasserstoffbildung ist. Wie die 
Betrachtung des Kurvenverlaufes zeigt (S. 151), findet die stirkere 
Schwefelwasserstoffproduktion der nur mit Schwefel behandelten Coni- 
dien nur in den ersten 4 Std statt. Nach den ersten 4 Std aus der Schwefel- 
losung genommene Conidien sind aber noch voll keimfahig. Die schwachere 
Schwefelwasserstoffbildung der gleichzeitig mit Mangansulfat und Schwe- 
fel behandelten Conidien kann deshalb nicht fiir die Erklarung der ant- 
agonistischen Wirkung des Mangans herangezogen werden. Die Méglich- 
keit zur Erklarung des Antagonismuseffektes ergibt sich aus der etwas 
stirkeren Schwefelreduktion durch die gleichzeitig mit Mangansulfat und 
Schwefel behandelten Conidien nach der 4. Std. 

Die Méglichkeit der Mangensulfat-behandelten Conidien, den Schwefel 
dann, wenn seine Giftwirkung einzusetzen beginnt, doch noch etwas 
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stirker zu Schwefelwasserstoff reduzieren zu kénnen, ist die Ursache der 
antagonistischen Wirkung. Der Teil der Conidien, fiir den die einwirkende 
Schwefelmenge gerade fiir eine Giftwirkung ausreicht, kann unter dem 
EinfluB des Mangansulfats etwas mehr Schwefel zu Schwefelwasserstoff 
reduzieren, wobei die Toxicitatsgrenze des Schwefels unterschritten wird. 


Zusammenfassung 


Elementarer Schwefel ist in kolloidaler Form fiir die Conidien von 
Fusarium decemcellulare toxisch, nicht aber als sublimierter Schwefel. 
Ein direkter Nachweis des Schwefels in den Conidien war nicht méglich. 

Der Schwefel wird durch die Conidien zu Schwefelwasserstoff redu- 
ziert, auch dann noch eine Zeit lang, wenn man Schwefel und Conidien 
trennt. Es muB also Schwefel in die Conidien aufgenommen, zumindest 
aber adsorbiert worden sein. Nephelometrische Untersuchungen zeigten, 
daf sich normale Conidien, durch Hitze abgetétete Conidien und gleich- 
zeitig mit Kupfersulfat behandelte Conidien in der Schwefelaufnahme 
nur geringfiigig unterschieden, wobei aber nur die normalen Conidien den 
Schwefel zu Schwefelwasserstoff reduzierten. 

Aus der gleichzeitigen Einwirkung von Bleiionen und Schwefel und 
der daraus resultierenden Bleisulfidbildung konnten die Zellwainde und 
besonders die Kammertrennwande als Orte der Schwefellokalisation in 
der Conidie erkannt werden. Kolloidaler Schwefel wirkt erst nach stunden- 
langer Einwirkung auf die Conidien toxisch. 

Unter weitgehend anaeroben Verhaltnissen tritt die letale Wirkung 
des Schwefels spater ein als unter aeroben Verhaltnissen. Kin Vergleich 
der unter weitgehend anaeroben und unter aeroben Bedingungen gebil- 
deten Schwefelwasserstoffmengen zeigte, da aerob zwar in den ersten 
Stunden etwas mehr Schwefelwasserstoff entsteht, insgesamt aber viel 
weniger gebildet wird, wobei auch der Endwert friiher erreicht wird. 

Kaliumpermanganat und Schwefel wirken als Fungicide synergistisch, 
Mangansulfat und Schwefel wirken als Fungicide antagonistisch. Kalium- 
permanganat verhindert die Schwefelwasserstoffbildung, und die Reduk- 
tion des Kaliumpermanganats erfolgt mit steigender Schwefelmenge 
schneller. Die Verfolgung der Schwefelwasserstoffbildung bei der gleich- 
zeitigen Einwirkung von Mangansulfat und Schwefel zeigte eine ins- 
gesamt schwachere Schwefelwasserstoffbildung,welche aber auf die ersten 
4 Std beschrankt ist. In der Zeit danach, wenn also die toxische Wirkung 
des Schwefels einsetzt, vermégen die unter Mangansulfateinwirkung 
stehenden Conidien etwas mehr Schwefel zu reduzieren. 
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6. Die Produzenten von Makrolid-Antibiotica 


Von 
R. HUTTER, W. KELLER-SCHIERLEIN und H. ZAHNER 


Mit 7 Textabbildungen 
(Eingegangen am 3. Februar 1961) 


WaAKSMAN u. LECHEVALIER (1953) zeigen die Beziehungen zwischen 
Species und Antibioticabildung auf. Inzwischen haben sich die Ansichten 
iiber die Artabgrenzung bei Actinomyceten gewandelt, und zudem hat 
die Zahl der beschriebenen Antibiotica aus diesen Mikroorganismen 
stark zugenommen. Die Artbestimmung soll nach neueren Erkenntnissen 
immer von einem direkten Vergleich zwischen dem zu bestimmenden 
Stamm und dem betreffenden Typus-Stamm und, wo dieser fehlt, mit 
einem bestimmten Neotypus ausgehen. Die Bildung eines Antibioticums 
soll nicht als artbestimmendes Merkmal verwendet werden. Wir wollen 
mit der vorliegenden Arbeit versuchen, die Gegeniiberstellung von Species 
und Antibioticabildung nach diesen neuen Gesichtspunkten innerhalb 
einer gréBeren Gruppe von Antibiotica durchzufiihren. Als Antibiotica 
wurden die Makrolide ausgewahlt, da diese Gruppe heute die gréBte 
Zahl gut beschriebener Glieder aufweist und die einzelnen Stoffe oder 
Stoffgemische mit relativ kleinem Aufwand voneinander abzugrenzen sind. 


A. Chemisch-Biologischer Teil 
a) Die Gruppe der Makrolid-Antibiotica 
Makrolide sind Antibiotica aus Streptomyceten, die neben einem 
oder mehreren Zuckern einen vielgliedrigen Lactonring enthalten (WoopD- 
WARD 1957). Durch diese Definition werden die antifungisch wirkenden 
Polyen-Antibiotica nicht ausgeschlossen. Nach unserer Ansicht sollte die 
Bezeichnung Makrolid-Antibiotica auf Stoffe beschrankt bleiben, die 
gegen Bakterien und nicht gegen Pilze wirken. Mit dieser Einschrankung 
umfaBt die Gruppe die folgenden, chronologisch angeordneten Glieder: 


Pikromycin Spiramycine P.A,. 108 
Erythromycin Narbomycin P.A. 133 A, 133 B 
Carbomycin Angolamycin P.A. 148 
Griseomycin Tertiomycine Tylosin 
Leucomycin Miamycin Lankamycin 


Methymycin Oleandomycin Niddamycin 


Name 


Desosamin, 
(Pikrocin) 


Mycaminose 


Forosamin 


Cladinose 


Mycarose 


Oleandrose 


Lankavose 


Zucker aus 
Erythromy- 
cin C 
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Tabelle 1. Zucker aus Makrolid-Antibiotica 


Formel 
CH, CH 
Sw duit 
N 
| 
OH 
of, 0” \oH 
OR LH, 
N 
| 
HO OH 
FR 
of, O OH 
CH, 
N: 
DAN 
CH, 
Va as 
CH; — OCH; 


Schmelzpunkt 


83—83,5° 
Hydrochlorid 
183—184° 


Hydrochlorid 
115—116° 


75° 


farblose 
Flissigkeit 
Siedepunkt 
120—132° 
(0,25 mm) 


128—129° 
o-Form 

132—134° 
B-Form 

140—142° 


59—60° 


Drehung («)p 


+54,5° 
(Wasser) 


+31° 
(Wasser) 


+83,9° 
(Methanol) 

+62,6° 

(Wasser) 


—23° 


(Wasser) 


—31° 
(Wasser) 


+11,9 
(Wasser) 
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Herkunft 


Methymycin, Neome- 
thymycin, Pikromycin, 
Griseomycin, Narbo- 
mycin, Erythromycin, 
Erythromycin B, Ery- 
thromycin C, Oleando- 
mycin 


Spiramycine I, II, IT 
Carbomycin, Carbo- 
mycin B 

Leucomycin 


Spiramycine I, II, III 


Erythromycin, 
Erythromycin B 
Leucomycin 


Spiramycine I, IT, III 
Carbomycin, Carbomy- 
cin B, Angolamycin 


Oleandomycin. Olean- 
drose ist ferner als Bau- 
stein von Herzgift- 
Glykosiden aus hohe- 
ren Pflanzen nach- 
gewiesen 


Lankamycin 
Erythromycin C 
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Moglicherweise gehéren auch die Proactinomycine zu den Makroliden, 
doch ist auf Grund der knappen chemischen Beschreibung kein Entscheid 


moglich; dasselbe gilt auch fiir Teruchiomycin. 


In allen Makroliden bekannter Struktur sind ein oder mehrere 
Zucker glykosidisch mit Hydroxylgruppen des Aglykons verkniipft. Mit 


Tabelle 2. Ultraviolett-Absorptionsmaxima der Makrolid-Antibiotica 


Gruppe 5 — log « Antibioticum Bruttoformel ee 
I 278 1,43 Erythromycin C,,H,,0,,N 733 
288 1,70 Oleandomycin a5 etgy Oia 687 
289 1,56 Erythromycin B ashlee 717 
289 ca. 2 Lankamycin Coa tlasO rs 718 
292 2,03 Erythromycin C peels Ole 719 
Lie 223 3,98 PA 133 B C,;H,,;0;>N 519 
223 4,02 Methymycin 25H 430, 469 
225 3,98 Pikromycin aaah os 469 
225 4,06 Narbomycin Pala h oe 509 
226 3,92 PA 133 A C,;H,30,N 453 
226 3,92 Griseomycin Co arttsoO rN ca. 450 
227 4,10 Neomethymycin | C,;H,,0,N 469 
Til 230 tiber4. |-Miamycin. C32H530,N(?) 609 
231 tiber4 | Leucomycine 
OFT; 1 
231 4,45 Spiramycine I GiHo.O.eNa 886 
II CypH901,No 928 
Til Cy3H5201.No 942 
231 4,31 Tertiomycin B C,3H7,0,.N 873 
232 tiber4 | Leucomycin B Cy, Hg 90i.N 831 
233 tiber4 | Tertiomycin 
IV 238 4,07 PA 148 Cs3H,301,N 775 
238 4,19 Carbomycin Cy2H,,01.N 841 
240 4,16 Angolamycin Cyo+rHe9+20igN | 992+14 
V 278 4,36 Carbomycin B C,H ,,0,,N 825 
279 4,34 PA 108 CsgH,304N 757 
280 iiber4 | Begleitstoff von ? is 
PA 108 
284 tiber4 | Niddamycin 2 ? 
289—291| tiber4 | Tylosin C,;H,,0,,N 905 


Ausnahme des Lankamycins ist immer mindestens ein Zucker ein 
basischer Aminozucker. Die bisher niher untersuchten Zucker aus Makro- 
liden sind in der Tab. 1 aufgefiihrt. 

Die Ultraviolett-Absorptions-Spektren der Makrolide variieren sehr 
stark. Neben unkonjugierten Ketonen mit einem wenig charakteristischen 
niedrigen UV-Absorptionsmaximum bei 280 mu kommen a, -ungesattigte 
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Ketone und sogar Dienone mit hohen Absorptionsmaxima zwischen 
220 und 240 mu bzw. ca. 280 mu vor. Im Infrarot-A bsorptionsspektrum 
ist allen Makroliden die Lactonbande bei 5,8 « gemeinsam. An Hand der 
UV-Absorptionsmaxima kénnen die Makrolide in fiinf Gruppen auf- 
geteilt werden (Tab. 2). Gruppencharakteristica sind: 

I. Gesattigte Ketone mit niedrigem Absorptionsmaximum bei ca.280—290 my, 

Il. «,f-ungesattigte Ketone mit hohem Absorptionsmaximum bei ca. 225 mp, 

III. Chromophor unbekannt, hohes Absorptionsmaximum bei ca. 230 my, 


IV. «,B-ungesattigte Ketone mit hohem Absorptionsmaximum bei ca. 240 my, 
V. Dienone mit hohem Absorptionsmaximum bei ca. 280—290 mu. 


Tabelle 3. Farbreaktionen nach Fischbach wu. Levine der verschiedenen Makrolide 


Antibioticum Erythromycin-Test Carbomycin-Test 
Erythromycin purpur, CHCl, blau blaB gelb 
Angolamycin. purpur, CHCl, blau gelb, erscheint auch im 
Butanol-Auszug 
Tylosin purpur, CHCl, blau orange, erscheint auch im 


Butanol-Auszug 
hell purpurrot, auch im 
angesaiuerten Butanol-Aus- 


Spiramycine I, II, IT purpur, CHCl, blau 


zug 

Lankamycin wie Erythromycin, aber | farblos 

deutlich blasser 
Oleandomycin viel blasser als Erythro- | blaB gelb 

mycin. Blaue Farbe im 

CHCl,schwach erkennbar 
Miamycin wie Oleandomycin wie Spiramycine 
Carbomycine blaB braéunlich, CHCl, tief blauviolett 


Tertiomycin A 


farblos 
wie Carbomycin 


etwas blasser als Carbomy- 


cin 

Tertiomycin B wie Carbomycin sehr blaB blau, Butanol 
farblos 

Leucomycin. gelblich, CHCl, farblos sehr blaB blau, Butanol 
farblos 

Pikromycin, blaBgelb farblos 

Narbomycin blaBgelb farblos 

Griseomycin blaBgelb farblos 

Methymycin blaBgelb farblos 


Eine Unterteilung der Makrolide ist auch méglich mit den Farb- 
reaktionen nach FiscupacH u. Levine (1953) (Tab.3). Die Reaktionen 
werden wie folgt durchgefiihrt. 

«) Test auf Erythromycin. 3 mg Substanz werden in 2 ml Aceton gelést und 
2 ml konzentrierte Salzsiure zugefiigt. Nach wenigen Sekunden beginnt sich eine 
purpurrote Farbung zu entwickeln, die nach einigen Minuten vollstaindig ist. Die 
Probe wird darauf mit 2 ml Chloroform geschiittelt. Ein Teil der Farbstoffe geht 
mit blauer Farbe in das Chloroform. 
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) Test auf Carbomycin. 3—5 mg Substanz werden in 1 ml Wasser suspendiert 
und mit 2 ml konzentrierter Salzsaure angesduert. Innerhalb von 3—5 min bildet sich 
eine blaue Farbe aus. Die Lésung wird mit 10 ml Wasser verdiinnt und mit 2 ml 
n-Butanol geschiittelt. Die Butanolschicht wird in ein Reagensglas abpipettiert. Die 
zunachst farblose Butanollésung (bei Spiramycinen blaB griin) farbt sich auf Zusatz 
von 1 ml konzentrierter Salzsiiure wieder blau. 

Biogenetisch scheinen die Makrolide, was ihren Aglykonteil anbelangt, 
mit dem Fettstoffwechsel im Zusammenhang zu stehen. Die Makrolid- 
Aglykone sind aus in 1,2-Stellung verkniipften Acetat- und Propionat- 
Einheiten aufgebaut. Am Aufbau des Erythromycins sind lauter 
Propionat-Einheiten beteiligt. Die von Biron, DsERassi, DUTCHER u. 
SmirH [nach Angaben von ABRAHAM u. NEWTON (1958)] geaiuBerte Ver- 
mutung, daB das Erythromycin durch .Kondensation von Acetat-Ein- 
heiten mit nachfolgender Methylierung aufgebaut werde, ist durch die 
Versuche von GrRisEBACH u. Mitarb. (1960a, b) sowie CoRCORAN u. 
Mitarb. (1960a, b) widerlegt worden. Beim Carbomycin ist ein Aufbau 
aus einer Propionat-Einheit und acht Acetat-Einheiten anzunehmen 
(Woopwarp 1957), wahrend das einfachere Methymycin 5 Propionat- 
und eine Acetat-Einheit enthalt (Brrcu u. Mitarb. 1960). 

Konstitutionell und biogenetisch stehen die Makrolide mit folgenden 
weiteren Antibiotica in naher Beziehung: 

«) Polyen-Antibiotica. Die bis heute eingehend untersuchten Polyen- 
Antibiotica enthalten ebenfalls einen vielgliedrigen Lacton-Ring und 
teilweise einen Aminozucker (Mycosamin in Fungicidin, Amphothericin 
und Pimaricin). 

6) Die Pyrromycine, Cinerubine, Rutilantine und Aklavin. Die Anti- 
biotica enthalten ebenfalls ein aus Acetat- und Propionat-Einheiten auf- 
gebautes Aglykon (OLLIs u. Mitarb. 1960a, b) und Zucker, die den aus 
Makroliden isolierten Zuckern nahestehen. 

Die Polyene und die Pyrromycine, Cinerubine, Rutilantine und Akla- 
vin sollen, da sie im iibrigen stark abweichende biologische und chemische 
Kigenschaften besitzen, als getrennte Gruppen behandelt werden. 

Die Makrolide stellen eine durch chemische Eigenschaften definierte 
Gruppe von Antibiotica dar, doch sind sie auch in ihrem biologischen 
Verhalten miteinander verwandt. Die qualitativen in vitro-Wirkungs- 
spektren sind sehr ahnlich und erstrecken sich von grampositiven 
Bakterien tiber vereinzelte gramnegative Keime bis zu den Protozoen. 
Nicht gehemmt werden eigentliche gramnegative Bakterien und Pilze. 
Grof sind die Unterschiede in der Wirkung am z. B. mit Staphylokokken 
infizierten Tier; einige Vertreter (Erythromycin, Carbomycin, Spiramy- 
cine, Oleandomycin, Leucomycin und Tylosin) besitzen eine ausgezeich- 
nete Wirkung bei relativ geringer Toxicitaét, andere Vertreter sind wohl 
im Tierkérper wirksam, doch verhindert die zu geringe therapeutische 
Breite eine klinische Anwendung (Pikromycin), und eine dritte Gruppe 
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zeigt am infizierten Tier keine oder nur geringe Wirkung (Narbomycin, 
Griseomycin). 

Die Entstehung von Resistenz in vitro erfolgt bei Erythromycin, 
Oleandomycin, Pikromycin und Angolamycin meist in wenigen Schritten, 
wahrend vdllige Resistenz gegen Carbomycin, Spiramycine und Leuco- 
mycin erst nach zahlreichen Passagen auftritt. Die meisten Autoren 
fanden gekreuzte Resistenz zwischen Erythromycin und Carbomycin 
(FINLAND 1956; FrnLanD u. Mitarb. 1952; Fusmxo u. Mitarb. 1953), 


Tabelle 4. Die Hmpfindlichkeit des Pikromycin-resistenten Staphylococcus aureus- 
stammes HTH 2070 R gegen die verschiedenen Makrolide 


roleeelteuntedResisteax init verminderte Empfindlichkeit nur schwach verminderte 
gegen Empfindlichkeit gegen 

Pikromycin Spiramycine Carbomycin 
Erythromycin Tertiomycine Leucomycin 
Oleandomycin Angolamycin Tylosin 
Methymycin. Miamycin Niddamycin 
Griseomycin 

Narbomycin 

Lankamycin 


doch sind auch Falle bekannt, wo dies nicht zutrifft (SzyBaLsK1 1954; 
Sano u. Mitarb. 1954; Errtincer u. Mitarb. 1956). Die Untersuchung 
von GARROD (1957) an einer groBen Zahl von Stammen zeigte, daB sowohl 
Staémme mit gekreuzter Resistenz zwischen Oleandomycin und Erythromy- 
cin vorkommen, wie auch solche die nur gegen Erythromycin resistent sind. 

In Fortsetzung der Arbeit von ETtLinGER u. ZAHNER (1956) haben wir 
einen Pikromycin resistenten Stamm von Staphylococcus aureus Rosen- 
bach auf Empfindlichkeit gegen die verschiedenen uns zugaénglichen 
Makrolide gepriift. In Tab.4 sind die Ergebnisse zusammengefaBt. 

Auf die enge Verwandschaft in bezug auf Wirkung und Resistenz 
haben bereits Sano u. Mitarb. (1954) wie auch WarTERWoRTH (1960) 
hingewiesen. Auffallend an der Zusammenstellung in der Tab.4 sind die 
Beziehungen zwischen Chemismus und Resistenz: Die Antibiotica mit 
voll gekreuzter Resistenz enthalten mit Ausnahme des Lankamycins alle 
Desosamin als einzigen Aminozucker, und in der Unterteilung nach 
UV-Absorptionsmaxima (Tab.2) sind sie in der ersten und zweiten 
Gruppe enthalten; wahrend die Makrolide, die keine oder zum mindesten 
keine volle gekreuzte Resistenz aufweisen, soweit bekannt, andere Amino- 
zucker enthalten und in der Einteilung nach UV-Absorptionsmaxima 
durchwegs den Gruppen III, IV und V angehéren. 


b) Die einzelnen Makrolid-Antibiotica 


Die einzelnen Makrolid-Antibiotica werden nachstehend in alpha- 
betischer Reihenfolge aufgezahlt. Bei der Angabe der Produzenten sind 
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die Ergebnisse des systematischen Teiles (Abschnitt B) vorweg genom- 
men. Eine Identifizierung von Makroliden sollte an Hand der Gruppie- 
rungen in Tab.2 und 3 und an Hand der Infrarot-Absorptionsspektren 
méglich sein. Die IR-Absorptionsspektren miissen der Originalliteratur 
entnommen werden; um dies zu erleichtern, haben wir dort, wo sich 
mehrere IR-Absorptionsspektren des gleichen Stoffes in der Literatur 
finden, alle zitiert. 


1. Angolamycin (CorBaz u. Mitarb. 1955b) 

Aus Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) Waksman et Henrici. 

Streptomyces phaeochromogenes (Conn) Waksman et Henrici. 

Schmelzpunkte 133—136° (aus Athylacetat-Ather) 165—168° (aus Isopropylather). 

Infrarot-Absorptionsspektrum: CorBaz u. Mitarb. (1955b). 

Die Konstitution des Angolamycins ist noch nicht aufgeklart. Auf 
seine Zugehorigkeit zu den Makroliden darf man schlieBen aus dem IR- 
Absorptionsspektrum, sowie aus der Hydrolyse zur Mycarose (noch 
unveroffentlichte Ergebnisse von K®ELLER-SCHIERLEIN, KyYBURZ u. 
PRELOG), einem Zucker, der auch aus Carbomycin und den Spiramycinen 
erhalten werden kann. Papierchromatographisch wurde im Angolamycin 
noch ein zweiter Zucker nachgewiesen, bei dem es sich sehr wahrschein- 
lich um einen Dimethylaminozucker vom Typus des Desosamins handelt. 


2. Antibioticum P.A. 108 (Murat u. Mitarb. 1959) 
Aus nicht naher beschriebener Streptomyces sp. 
Schmelzpunkt 121—123°. 
Infrarot-Absorptionsspektrum: Murat u. Mitarb. (1959). 


Aus dem UV-Absorptionsspektrum kann auf das Vorliegen einer zwei- 
fach ungesattigten Ketongruppierung geschlossen werden, die auch im 
Carbomycin B vorliegt. In geringer Menge wurde aus den Rohbasen 
durch Craig-Verteilung ein zweites Antibioticum mit Schmelzpunkt 
99—104° und einem ahnlichen Chromophor abgetrennt, das aber nicht 
naiher charakterisiert wurde. 


3. Antibiotica P.A. 133 A und B (Murat u. Mitarb. 1959) 

Aus nicht naiher beschriebener Streptomyces sp. 

Schmelzpunkte: A 87—88° amorph, B 100—101°. 

Infrarot-Absorptionsspektrum: Murat u. Mitarb. (1959). 

Spektroskopisch und in der analytischen Zusammensetzung stehen 
diese beiden Antibiotica dem Pikromycin und dem Methymycin am 
nachsten. Papierchromatographisch wurde in den Rohbasen noch ein 
drittes Antibioticum in kleiner Menge nachgewiesen. Die Isolierung der 
beiden Hauptkomponenten gelang durch Craig-Verteilung. 


4, Antibioticum P.A. 148 (Murat u. Mitarb. 1959) 
Aus nicht naher beschriebener Streptomyces sp. 
Schmelzpunkt: 115—118°. 
Infrarot-Absorptionsspektrum: Murat u. Mitarb. (1959). 
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Ein weniger aktives Nebenprodukt mit demselben Chromophor wurde 
papierchromatographisch nachgewiesen und in geringer Menge in 
amorpher Form isoliert. 


5. Carbomycin (TANNER u. Mitarb. 1952) 


Synonyme: Magnamycin (Handelsname), Antibioticum M-4209 (Pacano u. 
Mitarb. 1953). 

Aus Streptomyces halstedii (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 

Streptomyces macrosporeus Ettlinger et al. 

Streptomyces reticuli (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 

Streptomyces tendae Ettlinger et al. 

Streptomyces thermotolerans Pagano et al. 

Schmelzpunkte: nach DurcHsEr u. Mitarb. (1953) 210—214°; nach TANNER u. 
Mitarb. (1952) 199,5—200,5°. 

Infrarot-Absorptionsspektren: DurcHErR u. Mitarb. (1953); TANNER u. Mitarb. 
(1952); Waaner u. Mitarb. (1953). 

Konstitution: Woopwarp (1957). 


Aus den Mutterlaugen des Carbomycins lieB sich noch ein zweites 
Makrolid-Antibioticum gewinnen. In der Literatur findet man fiir dieses 
Antibioticum nur die Bezeichnung Magnamycin B. Da aber Magnamycin 
als Markenname fiir das Antibioticum Carbomycin eingetragen ist, soll 
logischerweise fiir seinen Begleiter die wissenschaftliche Bezeichnung 
Carbomycin B verwendet werden. Carbomycin B unterscheidet sich vom . 
Carbomycin nur durch Ersatz der Epoxydgruppe durch eine zweite 
Doppelbindung (WoopwaRrD 1957). Die beiden Zucker, die Mycarose und 
die Mycaminose, sind dieselben wie im Carbomycin. 


Infrarotabsorptionsspektrum von Carbomycin B: HocustTErn u. Murat (1954). 


6. Erythromycin (McoGurre u. Mitarb. 1952) 


Synonyme: Erycinum, Erythrocin, Notycin (Handelsnamen). 

Aus Streptomyces erythraeus (Waksman) Waksman et Henrici. 

Schmelzpunkte: 135—140° und 190—193° (Doppelschmelzpunkt). 

Infrarot-Absorptionsspektren: Firynn u. Mitarb. (1954), Murpuy (1953/54), 
STEPHENS (1953/54). 

Konstitution: Grrzon u. Mitarb. (1956a), WiLey u. Mitarb. (1955, 1957b). 

Als Begleitstoffe des Erythromycins wurden noch das Erythromycin B 
und das Erythromycin C gefunden. Erythromycin B enthalt dieselben 
Zucker wie das Erythromycin; ein Unterschied wurde dagegen im Agly- 
konteil gefunden, indem dem Erythromycin B eine Hydroxylgruppe 
fehlt. Das Erythromycin C unterscheidet sich vom Erythromycin nur im 
stickstofffreien Zucker, der keine Methoxylgruppe tragt. 

Schmelzpunkte: Erythromycin B 198° (nach Grrzon u. Mitarb. 1956b) 
202—203° (nach CuarKk u. TATERKA 1955), Erythromycin C 121—125°. 

Infrarotabsorptionsspektren: Erythromycin B: Perrinea u. Mitarb. (1954), 
Erythromycin C: Winey u. Mitarb. (1957a). 
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7. Griseomycin (Van Disox u. Mitarb. 1953) 

Synonym: Lomycin (DeSomer u. Mitarb. 1953). 

Aus Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) Waksman et Henrici. 

Schmelzpunkt: 76—80°. 

Infrarot-Absorptionsspektrum: Van DrsoxK u. Mitarb. (1953). 

Griseomycin steht seiner Zusammensetzung nach dem Pikromycin 
und dem Methymycin sehr nahe. Bei der sauren Hydrolyse wurde 
Desosamin erhalten (miindl. Mitteilung von Dr. van Dior), was die nahe 
Beziehung zu den genannten Makroliden weiter bestatigt. 


8. Lankamycin (GAUMANN u. Mitarb. 1960) 

Aus Streptomyces violaceoniger (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici. 

Schmelzpunkte: 147—150° und 181—182° (Doppelschmelzpunkt). 

Infrarot-Absorptionsspektrum: GAUMANN u. Mitarb. (1960). 

Die Zugehérigkeit des Lankamycins zu den Makrolid-Antibiotica 
nehmen wir auf Grund der folgenden Beobachtungen an: Aus dem 
Infrarot-Absorptionsspektrum kann auf das Vorliegen eines Lacton- 
ringes mit mehr als fiinf Gliedern geschlossen werden. Die Hydrolyse mit 
1 N Schwefelsaure liefert einen stickstofffreien Zucker, die Lankavose, 
welche der Oleandrose, einem Zucker aus dem Oleandomycin, nahesteht, 
ohne damit identisch zu sein. Lankamycin gibt dieselbe, aber etwas 
blassere Farbreaktion nach Fiscupacnu u. LEVINE wie Erythromycin. 
Das Lankamycin zeigt gekreuzte Resistenz mit den Makrolid-Antibiotica 
Pikromycin, Erythromycin, Oleandomycin, Griseomycin, Methymycin 
und Narbomycin. 

Das Lankamycin stellt das erste nicht basische, Stickstoff-freie 
Makrolid-Antibioticum mit antibakteriellem Spektrum dar. 


9. Leucomycin (Hara u. Mitarb. 1953) 

Synonym: Antibioticum 6237 R.P. (Dmspois u. Mitarb. 1956). 

Aus Streptomyces reticuli (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici. 

Schmelzpunkte: Leucomycin 0 135°; Leucomycin I 142—143°; Leucomycin IT 
139°; Leucomycin B 192—193°. 

Infrarot-Absorptionsspektren: Hara u. Mitarb. (1953a), Sano (1954, 1956), 
Sano u. Mitarb. (1954). 

Das Gemisch der Leucomycine laBt sich teils durch Lésungsmittel- 
extraktion (Abtrennung von Leucomycin B), teils durch Craig-Verteilung 
in die Komponenten trennen. Obwohl die Konstitution der Leucomycine 
noch unbekannt ist, darf aus ihren chemischen und biologischen Eigen- 
schaften auf die Zugehdérigkeit zu den Makroliden geschlossen werden. In 
spektroskopischer Hinsicht stehen sie den Spiramycinen nahe. Bei der 
Hydrolyse wurden Mycaminose und Cladinose erhalten (WATANABE 1960). 


10. Methymycin (Donry u. Mitarb. 1953/54) 


Aus Streptomyces venezuelae Ehrlich et al. 
Schmelzpunkt: 195,5—197°. 
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Infrarot-Absorptionsspektrum: Dontn u. Mitarb. (1953/54). 
Konstitution: Dyzrasst u. Mitarb. (1956a, 1956b, 1958), DaERAssI und Hat- 


PERN (1957b). 

Mit Pikromycin und Narbomycin ist das Methymycin durch ein 
gemeinsames Abbauprodukt, das Lacton der 2,4,6-Trimethyl-3-hydroxy- 
pimelinsaéure verkniipft. Trotz der nahen strukturellen Verwandtschaft 
scheint es sich in stereochemischer Hinsicht wesentlich von Pikromycin 
zu unterscheiden (DyERaAssI u. HALPERN 1957a, 1957b, 1958). 

Aus den Mutterlaugen des Methymycins wurde noch das Neomethy- 
mycin isoliert, das mit Methymycin chemisch verwandt ist (DsERASSI u. 
Mitarb. 1958; Dsmrasst u. HALPERN 1957a, 1957b, 1958). 


11. Miamycin (Scumirz u. Mitarb. 1957) 

Aus Streptomyces aureofaciens Duggar. 

Schmelzpunkt: 221 —222° (Zersetzung). 

Infrarot-Absorptionsspektrum: Scumrrz u. Mitarb. (1957). 

Die Konstitution des Miamycins ist noch nicht bekannt. Es wurde als 
Begleitstoff der Spiramycine isoliert. Seiner Zusammensetzung nach 
steht es aber den Forocidinen naher, welche aus Spiramycinen durch 
hydrolytische Abspaltung von Mycarose und Forosamin entstehen. 


12. Narbomycin (CorBaz u. Mitarb. 1955a) 


Aus Streptomyces olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici. 

Schmelzpunkt: 113,5—115°. 

Infrarot-Absorptionsspektrum: CorBaz u. Mitarb. (1955a). 

Die Konstitution des Narbomycins wurde durch Prenoe u. Mitarb. (1961) 
aufgeklart. 


Mit Pikromycin und Methymycin ist das Narbomycin durch ein 
gemeinsames Oxydationsprodukt, das Lacton der 2,4,6-Trimethyl-3- 
hydroxy-pimelinsaure, verkniipft (ANLIKER u. Mitarb. 1956). 


13. Niddamycin (LINDNER u. Mitarb. 1960) 


Synonym: Antibioticum F 3463. Nach einer Mitteilung von Dr. K. WALLHAUSER 
hat das erst aus der Patentliteratur bekannte Antibioticum F 3463 den Namen 
Niddamycin erhalten. 

Aus Streptomyces djakartensis Lindner et al. Der Stamm wird mit grauem 
Luftmycel und spiraligen Sporenketten beschrieben; eine genaue Identifizierung ist 
jedoch nach der Literatur nicht méglich. 

Schmelzpunkt: 132—134°. 

Infrarot-Absorptionsspektrum: LINDNER u. Mitarb. (1960). 


14. Oleandomycin (Sorsin u. Mitarb. 1954/55) 


Synonyme: PA 105, Matromycin (Handelsname), Romicil (Handelsname). 
Die erste Publikation erfolgte unter der Bezeichnung Antibioticum PA 105. 
Aus Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) Waksman et Henrici. 
Schmelzpunkt: 110°; bildet mit verschiedenen Lésungsmitteln kristallisierte 
Solvate mit verandertem Schmelzpunkt. 
12* 
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Infrarot-Absorptionsspektren: SoBrIN u. Mitarb. (1954/55), Ce~MER u. Mitarb. 
(1957/58). 

Konstitution: HocustErn u. Mitarb. (1960). 

15. Pikromycin (BRocKMANN u. HENKEL 1951) 

Synonyme: Amaromycin (Hata u. Mitarb. 1955), Albomycetin (TAKAHASHI 
1954), Argomycin (Hata u. Mitarb. 1955), Antibioticum BU 277 (VANEK u. Mitarb. 
1958). 

Auf die Identitat von Amaromycin und Albomycetin mit Pikromycin 
kann auf Grund der Beschreibung in der Literatur geschlossen werden. 
Ein direkter Vergleich durch Papierchromatographie und Infrarot- 
Spektroskopie an Hand authentischer Praparate lieferte den Beweis fiir 
diese Synonymie. In der Arbeit von Hata u. Mitarb. (1955) wird Argo- 
mycin als Synonym von Pikromycin angegeben, was durch SHIBATA u. 
Mitarb. (1959), die den gleichen Produzenten untersuchten, bestatigt wird. 
Das Antibioticum BU 277 wurde von VANEK u. Mitarb. (1958) beschrieben 
und als Pikromycin identifiziert. 

Aus Streptomyces olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici 

Streptomyces venezuelae Ehrlich et al. 

Der Stamm BU 277 (VANEK u. Mitarb. 1958) wurde laut einer pers. 
Mitteilung von Ing. J. Fasr4n nicht mehr bearbeitet. Der an uns 
geschickte Stamm zeigte keine antibiotische Aktivitét mehr, weshalb 
wir seine Authentizitat anzweifeln; nach der Ausbildung der Artkriterien 
miBte er zu Streptomyces griseoflavus (Krainsky) Waksman et Henrici 
gestellt werden. 

Schmelzpunkt: 169—170°. 

Infrarot-Absorptionsspektren: BRockKMANN u. Mitarb. (1954), ANLIKER u. 


GuBLER (1957b), Hata u. Mitarb. (1955). 
Konstitution: ANLIKER u. GUBLER (1957b). 


16. Spiramycine (PrNNERT-Sryvico u. Mitarb. 1954/55) 


Synonyme: Foromacidine (CorBaz u. Mitarb. 1956) ; Rovamycin, Selectomycin, 
Provamicina (Handelsnamen), 
Aus Streptomyces aureofaciens Duggar. 
Schmelzpunkte: Spiramycin I 134—138° 
Spiramycin IT 130—132° 
Spiramycin IIT 124—128° (CorBaz u. Mitarb. 1956) 128—131° 
(PAvL u. TCHELITCHEFF 1957). 
Infrarot-Absorptionsspektren: CorBaz u. Mitarb. (1956). 


Die Spiramycine kénnen durch Craig-Verteilung in die einzelnen 
Komponenten aufgeteilt werden. Neben den drei Hauptkomponenten 
wurde noch in sehr geringer Menge eine vierte Komponente (Foroma- 
cidin D) erhalten, deren Higenschaften denen der Hauptkomponenten 
sehr ahnlich sind. Die Spiramycine II und III bilden einen Mono- 


essigsiureester bzw. Monopropionsiureester des Spiramycins I (Paut u. 
TCHELITCHEFF 1957). 
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17. Tertiomycine (Osato u. Mitarb. 1955a, b) 


Aus Streptomyces reticuli (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici. 

Schmelzpunkte: Tertiomycin A 202—204°, Tertiomycin B 97—99°. 

Infrarot-Absorptionsspektren: Tertiomycin A (Osato u. Mitarb. 1955 a), 
Tertiomycin B (Osaro u. Mitarb. 1955b). 

Die Konstitution dieser Verbindungen ist noch unbekannt. Ihre 
Zugehorigkeit zu den Makroliden darf aus den Eigenschaften angenom- 
men werden. 


18. Tylosin (Hamitn u. Haney 1959; Stark 1960) 
Aus Streptomyces violaceoniger (Waksman, et Curtis) Waksman et Henrici. 
Der authentische Tylosin-Produzent ist nirgends beschrieben und ist 
auch nicht erhaltlich. Die Artangabe stiitzt sich auf einen selbst isolierten 
Stamm, der Tylosin bildet. Die Identifizierung des Antibioticums war 
uns durch Vergleich mit einer authentischen Probe von Tylosin méglich. 


19, Antibiotica mit unsicherer Makrolid-Natur 

Proactinomycine (GARDNER u. Chain 1942, FLorery u. Mitarb. 1945, 
Marston 1949, Marston u. Fuorey 1949). Obwohl die Proactinomycine 
die altesten, isolierten Verbindungen mit méglicher Makrolidnatur sind, 
ist ihre Untersuchung diirftig geblieben. Leider sind die UV-Absorptions- 
spektren nur oberhalb 240 my bestimmt worden, wo die Proactinomycine 
A und B nur niedrige Nebenmaxima besitzen. Hine hohe Endabsorption 
bei 240 my 1aBt das Vorliegen einer «,f-ungesattigten Ketogruppe oder 
eines 4hnlichen Chromophors vermuten. Das Absorptionsspektrum des 
Proactinomycins C ist véllig anders geartet. Unter den gesicherten Makro- 
liden ist keines mit einem gleichartigen Chromophor bekannt. 

Produzent der Proactinomycine ist ein Stamm von Streptomyces 
olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici. 

Teruchiomycin (UmEzAwa u. Mitarb. 1958). Uber Teruchiomycin ist 
uns nur ein Auszug eines japanischen Patentes zuginglich. Dieses Anti- 
bioticum wurde daher in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt. 


B. Systematischer Teil 
a) Prinzipien der Klassifizierung 

Merkmale und Merkmalsgruppen, die sich zur Artcharakterisierung 
und auch zur Artdifferenzierung eignen, sind vor allem die Morphologie 
der Sporenoberfliche, Farbe und Morphologie des Luftmycels und die 
Chromogenitait (ETTLINGER u. Mitarb. 1958). Die Sporenform ist sehr 
variabel und kann nach unseren Erfahrungen — im Gegensatz zu den 
Ansichten von KrassitntKov (1949, 1957, 1959) — nicht als Charakteri- 
stikum verwendet werden (vgl. auch TRESNER u. Mitarb. 1960); hingegen 
zeigen auch die Ergebnisse von PREOBRAJENSKAYA u. Mitarb. (1959, 
1960) die Zuverlassigkeit der Oberflachenstruktur. Als wesentliche 
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Kriterien finden Farbe und Morphologie des Luftmycels Anwendung bei 
Baxtpaccr (1958), GausE u. Mitarb. (1957, 1958), Okami u. SUZUKI 
(1958), PrrpHam u. Mitarb. (1958), Samvopu (1958), Mayama (1959), 
Fuaic u. Kurzner (1960) und Nor (1960a). 

Wie bereits friiher angefiihrt (Hirer 1961) verwenden wir parallel 
zur Chromogenprobe noch die Tresner-Danga-Reaktion (TRESNER u. 
Dana 1958), die in kiirzerer Zeit eindeutigere Resultate liefert. Es scheint 
sich dabei um zwei die gleichen Fahigkeiten anzeigende Tests zu handeln 
(TuRRI u. SILVESTRI 1960). 

Die von der Stockholmer Diskussionsgruppe (Stockholm 1958) fiir die 
Artcharakterisierung empfohlene Farbvariation des Substratmycels 
fiihren wir zusatzlich auf. Sie eignet sich nach unseren Untersuchungen 
jedoch nicht zur Artdifferenzierung (vgl. ErrLINcER u. Mitarb. 1958). 

Die antibiotische Aktivitét kann nicht als Artcharakteristikum 
angesehen werden (ETtTLincER u. Mitarb. 1958, Stockholm 1958). Einer- 
seits werden zahlreiche Antibiotica von mehreren verschiedenen Arten 
produziert, andererseits bilden in vielen Fallen Staémme eine Mischung 
verschiedener Antibiotica; zusatzlich ist die Ausbildung der antibio- 
tischen Aktivitat sehr umweltabhangig und ein Stamm kann je nach den 
gewahlten Bedingungen vorzugsweise eine Komponente der von ihm 
produzierten antibiotischen Mischung hervorbringen oder voéllig inaktiv 
sein. Auch kénnen aus aktiven Kulturen durch Mutationen oft inaktive 
Stémme entstehen (vgl. WAKSMAN 1959, 8.105); gegensitzliche Resultate 
erhielt aber KRASSILNIKOV (1960). 

Allerdings kann bei genauer chemischer Kenntnis das Antibioticum, 
als stammspezifische Aktivitét, auch zum Hilfsmittel fiir die Artbestim- 
mung werden; eine Trennung von Arten lediglich auf Grund unterschied- 
licher antibiotischer Aktivitaét oder eine Bestimmung von Artsynony- 
mieen an Hand gleicher antibiotischer Spektren laBt sich jedoch nicht 
rechtfertigen. 

Fiir das Studium des Luftmycels und des Substratmycels verwenden 
wir den von PripHAm u. Mitarb. (1956/1957) vorgeschlagenen Hefe- 
extrakt-Agar; bei schlechter Entwicklung kamen noch Tomatenpiiree- 
Hafermehl-Agar, Hickny-Tresnrers Agar und Carvasats Hafermehl- 
Agar zur Anwendung. 

Fiir die Bezeichnung der Typen verwenden wir die in dem ,,Inter- 
national Code of Nomenclature of Bacteria and Viruses“ (1958) fest- 
gelegten Begriffe. 


b) Untersuchte Makrolid produzierende Stimme 
Die im Text verwendeten Abkiirzungen von Kultursammlungen 
bedeuten : 


ATCC: American Type Culture Collection, Washington 7 D.C., USA 
CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Niederlande 
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ETH: Institut fiir spezielle Botanik der Eidgendssischen Technischen Hoch- 
schule, Ziirich, Schweiz 

HUT: Department of Fermentation Technology, Faculty of Engeneering, 
Hiroshima University, Hiroshima, Japan 

IFO: Institute for Fermentation, Osaka, Japan 

IMUR: Institute of Microbiology, Rutgers, The State University, New Bruns- 
wick N.J., USA 

NCTC: National Collection of Type Cultures, London, England 
rs sient Northern Utilization Research and Development Division, Peoria IIL, 

VUAM: Vyzkumny ustav antibiotik, Moskva, SSSR (Research Institute of Anti- 
biotics); unter dieser Bezeichnung im Biologicky ustav, Prag, CSSR (Biological 
Institute) 

Die bereits in friiheren Veréffentlichungen erwahnten Stimme werden unter den 
dort verwendeten Bezeichnungen aufgefiihrt. 


1. Vergleichsmaterial 


Nocardia gardneri Stamm NCTC 6531 (ATCC 9604, ETH 28347), erhalten durch 
die ATCC; Produzent von Proactinomycinen. 

Streptomyces albireticuli Stamm IFO 3724 (ETH 24213), erhalten von Prof. 
K. Nakazawa; Produzent von Carbomycin, Tertiomycin A, Enteromycin und 
Eurocidin. ; 

S. erythraeus Stamm Nr. M 5—12559 (NRRL 2338, ATCC 11635, HUT 6087, 
ETH 28360, ETH 28344, ETH 28391), erhalten von Dr. J. M. McGuire, durch die 
ATCC und durch Dr. R. Nomi; Produzent von Erythromycin. 

S. erythraeus Stamm VUAM (ETH 28361), erhalten durch Prof. Sevéik; Produ- 
zent von Erythromycin. 

S. felleus Stamm Nr. Bo-105 (NRRL 2251, ETH 14324), erhalten durch das 
NRRL; Produzent von Pikromycin. 

S. felleus Stamm Nr. Gitt 467 (ETH 28421), erhalten von Dr. H.-J. Schén- 
wilder; Produzent von Pikromycin. 

S. griseolus Stamm ,,van Dijck“ (ETH 24313), erhalten von Dr. P. van Dijck; 
Produzent von Griseomycin. 

S. griseolus Stamm IFO 3317 (ETH 28462), erhalten von Prof. K. Nakazawa; 
Produzent von Pikromycin. 

S. halstedit Stamm Chas. Pfizer & Co. (ETH 24424), erhalten von Dr. J. B. 
Routien; Produzent von Carbomycin. 

S. thermotolerans Stamm Nr. M-4209 (ATCC 11416, ETH 28401), erhalten von 
Dr. D. Perlman; Produzent von Carbomycin. 

S. species Stamm Nr. Pi 277 (ETH 28482), erhalten von Ing. J. Fabidn; Produ- 
zent von Pikromycin. 

2. Higene Isolierungen 


Streptomyces ambofaciens Stamm ETH 8703 aus Erdprobe vom Forum Roma- 
num, Rom; Produzent von Spiramycinen. 

S. ambofaciens Stamm ETH 9427 aus Erdprobe von Iseo im Malcantone, 
Kanton Tessin; Produzent von Spiramycinen. 

S.ambofaciens Stamm ETH 11317 aus Erdprobe von Tende, Frankreich; 


Produzent von Spiramycinen und Miamycin. 
S. antibioticus Stamm ETH 22014 aus Erdprobe von Bilaspur im Punjab, 


Indien; Produzent von Oleandomycin. 
S. eurythermus Stamm ETH 6677 aus Erdprobe von Cuanza, Angola; Produzent 


von Angolamycin. 
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S. eurythermus Stamm ETH 6905 aus Erdprobe von Kisantu, Kongo; Produzent 
von Angolamycin. 

S. eurythermus Stamm ETH 7489 aus Erdprobe von der Lagern oberhalb 
Regensberg, Kanton Ziirich; Produzent von Angolamycin. 

S. macrosporeus Stamm ETH 7534 aus Erdprobe von Madras, Indien ; Produzent 
von Carbomycin. 

S. narbonensis Stamm ETH 7346 aus Erdprobe von Cannes, Frankreich; 
Produzent von Narbomycin. 

S. olivaceus Stamm ETH 8868 aus Erdprobe vom Sihlsee, Kanton Schwyz; 
Produzent von Pikromycin. 

S. olivaceus Stamm ETH 9016 aus Erdprobe von Vichy, Frankreich; Produzent 
von Pikromycin. 

S. phaeochromogenes Stamm ETH 6282 aus Erdprobe von den Denti della 
Vecchia, Kanton Tessin; Produzent von Angolamycin. 

S. phaeochromogenes Stamm ETH 12782 aus Erdprobe vom Ziirichberg, Kanton, 
Ziirich ; Produzent von Angolamycin. 

S. reticuli Stamm ETH 21772 aus Erdprobe von Mendoza, Argentinien; 
Produzent yon Leucomycin. 

S. tendae Stamm ETH 11313 aus Erdprobe von Tende, Frankreich; Produzent 
von, Carbomycin. 

S. tendae Stamm ETH 14077 aus Erdprobe von Cipiéres, Frankreich ; Produzent 
von Carbomycin. 

S. venezuelae Stamm ETH 10933 aus Erdprobe von Maagan, Israel; Produzent 
von Pikromycin. 

S. venezuelae Stamm ETH 22862 aus Erdprobe von Jaora, Indien; Produzent 
von Pikromycin. 

S. violaceoniger Stamm ETH 20388 aus Erdprobe vom Pantiya Estate, Ceylon; 
Produzent von Lankamycin. 

S. violaceoniger Stamm ETH 26571 aus Erdprobe vom Gran-Chaco, Argentinien ; 
Produzent von Tylosin. 


c) Die Makrolid bildenden Arten 


1, Streptomyces antibioticus (Waksman et Woodruff) Waksman et Henrici 
Bergey VI, 942 (1948) 

Typus (Lectotypus): Streptomyces antibioticus Stamm IMUR 3455. 

Synonyme: 

Actinomyces antibioticus Waksman et Woodruff — J. Bact. 42, 232, 246 (1941). 

Streptomyces eurythermus Corbaz et al. — Helv. chim. Acta 38, 1205 (1955). 

Untersuchte Kulturen: 

Streptomyces antibioticus Stamm IMUR 3435 (CBS Stamm Waksman, ATCC 
8663, ETH 9875, ETH 13491, ETH 13353), Lectotypus von Actinomyces antibioticus 
Waksman et Woodruff 1941 und Produzent von Actinomycin-Gemisch X. 

Streptomyces antibioticus Stamm ETH 22014, Produzent von Oleandomycin. 

Streptomyces eurythermus Stamm ETH 6677, Lectotypus von Streptomyces 
eurythermus Corbaz et al. 1955, Stamm ETH 6905 und Stamm ETH 7489, Produzen- 
ten von Angolamycin. 

Streptomyces griseolus Stamm ,,van Dijck‘‘ (ETH 24313), Produzent von 
Griseomycin. 

Charakterisierung: 

Sporen ellipsoid, 0,7—1,40,5—1,2 uw groB, mit glatter oder wenig 
warziger Oberfliche (Abb. 1).— Luftmycel hellgrau, aschgrau oder 
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dunkelgrau (cinereus). — Sporenketten monopodial verzweigt mit 
gerader oder wenig gewellter Hauptachse und oft flexiblen Seitenzweigen ; 
gelegentlich auch in Biischeln stehend (Abb.2 g). — Melaninbildun g 
auf peptonhaltigen Nahrmedien und positive Tresner-Danga-Reaktion. — 
Substratmycel hellbraun bis dunkelbraun, teilweise griinlichbraun 
oder braunrot. 


Makrolide: 

Angolamycin aus Stamm ETH 6677, Stamm ETH 6905 und Stamm 
ETH 7489 (CorBaz u. Mitarb. 1955b). — Griseomycin aus Stamm 
»van Dijck“’ (van Discxk u. Mitarb. 1953, 
DE SomER u. Mitarb. 1953). — Oleando- 
mycin aus Stamm ETH 22014. 

Ks ist zu erwahnen, dafi der Original- 
stamm von Prof. $8. A. Waksman, Stamm 
Nr. 3435, Actinomycin-Gemisch X_ pro- 
duziert (WaKSMAN u. WooprurFF 1940, 
CorBaz u. Mitarb. 1957). Trotz der ver- 
schiedenen antibiotischen Aktivitét haben 
Soprn u. Mitarb. (1954/1955, 1956) ihren 
Oleandomycin-Produzenten als S. anti-  Abb.1. Sporen von 8. antibioticus 

pag A 5 Stamm ETH 6677; Vergr. etwa 
bioticus bestimmt. Dieser Organismus, 6000 fach 
Stamm Nr. 15784—1 (ATCC 11891), war 
nicht erhaltlich; doch stimmt nach der Beschreibung unsere eigene 
Isolierung Stamm ETH 22014 mit dem authentischen Oleandomycin- 
Produzenten tiberein und muB auch zu S. antibioticus gestellt werden. 

Die Synonymie von S. eurythermus mit S. antibioticus findet sich 
bereits bei Errnincer u. Mitarb. (1958, 8. 355). 

Der Produzent von Griseomycin bildet auf allen von uns untersuch- 
ten Nahrmedien nur sparliches Luftmycel, das zum groBten Teil eine 
kreideweiBe Farbe aufweist und nur an vereinzelten Stellen weibgrau bis 
aschgrau verfarbt wird. Nach der Ausbildung der iibrigen Merkmals- 
gruppen zeigt die Kultur aber so groBe Ahnlichkeit mit dem Typus- 
stamm von S. antibioticus, daB wir sie zu dieser Art stellen. 


2. Streptomyces aureofaciens Duggar 

Ann. N.Y. Acad. Sci. 51, 177 (1948) 
Typus (Holotypus): Streptomyces aureofaciens Stamm Nr. A-377 
Synonyme: 
ev. Streptomyces ambofaciens Pinnert-Sindico — Ann. Inst. Pasteur 87, 702 


(1954). 
Untersuchte Kulturen: 
Streptomyces ambofaciens Stamm ETH 8703 und Stamm ETH 9427, Produzen- 


ten von Spiramycinen. 
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Streptomyces ambofaciens Stamm ETH 11317, Produzent von Spiramycinen und 
Miamycin. 


e f g 


Abb. 2. Morphologie des Luftmycels von (a) S. halstedii, (b) S. erythraeus, (c) S. reticuli, (d) S. vene- 
zuelae, (e) S, violaceoniger, (f) S. phaeochromogenes, (g) S. antibioticus und S, olivaceus; Vergr. 
etwa 1500fach 


Streptomyces aureofaciens Stamm Nr. A-377 (NRRL 2209, ATCC 10762, CBS 
Stamm NRRL, ETH 14302, ETH 17381), erhalten durch die ATCC und das CBS, 
Holotypus von Streptomyces aureofaciens Duggar 1948 und Produzent von Chlor- 
tetracyclin. 
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Charakterisierung: 
SA , 
Sporen ellipsoid, 0,6—1,4 x 0,4—0,8 4 groB, mit glatter oder 
warziger Oberflache. — Luftmycel weigrau bis aschgrau oder braun- 
; ; ; A ; ; . 
grau (cinereus). — Sporenketten monopodial verzweigt, mit mehr oder 
weniger lockeren, unregelmaBigen Spiralen von 2—4, selten iiber fiinf 


Abb.3. Morphologie des Luftmycels von (a) S. aureofaciens und S. macrosporeus, (b) S.tendae und 
S.. thermotolerans; Vergr. etwa 1500fach 


Windungen an den Enden ziemlich kurzer Seitenadste (vgl. Fotografien 
bei Backus u. Mitarb. 1954; Abb.3a). — Keine Melaninbildung auf 
peptonhaltigen Nahrmedien und negative Tresner-Danga-Reaktion. — 
Substratmycel hellgelb, hellbraun, gelbbraun, goldgelb, weibgrau, 
rotlichgrau, bleigrau, griinlich (vgl. DucGar u. Mitarb. 1954, Backus u. 
Mitarb. 1954). 

Makrolide: 

Spiramycine aus Stamm ETH 8703 und Stamm ETH 9427 
(CorBaz u. Mitarb. 1956) und Miamycin neben Spiramycinen aus 
Stamm ETH 11317. 
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Die Art S. aureofaciens wurde von Duacar (1948, 1949) fiir Chlor- 
tetracyclin-Produzenten aufgestellt. Die Produzenten der Makrolide 
Spiramycine, Stamm Nr. 1142 und Stamm Nr. 3486, hat PINNERT- 
Stnpico (1954) S. ambofaciens genannt (vgl. Cosar u. Mitarb. 1952, 
PInNEeRT-SinNpDIcO u. Mitarb. 1954/1955); authentische Kulturen dieser 
Art konnten wir nicht selbst untersuchen. Doch hat das CBS den Stamm 
ETH 8703 mit dem Originalstamm verglichen und damit artgleich be- 
funden!. Errrincer u. Mitarb. (1958) stellen die Art als Synonym zu 
S. aureofaciens. 

Von den Spiramycin-Produzenten werden noch Miamycin (SCHMITZ 
u. Mitarb. 1957) und Congocidin (DEspots u. Niner 1953) gebildet. 


3. Streptomyces erythraeus (Waksman) Waksman et Henrici 
Bergey VI, 938 (1948) 


Typus (Neotypus): Streptomyces erythraeus Stamm Nr. M 5—12559. 


Synonyme: 

Actinomyces erythreus Waksman — Bergey I, 370 (1923). 

Actinomyces sp. Nr. 161 Waksman — Soil Sci. 8, 112 (1919). 

Untersuchte Kulturen: 

Streptomyces erythraeus Stamm Nr. M 5-12559 (NRRL 2338, ATCC 11635, 
HUT 6087, ETH 28344, ETH 28360, ETH 28391), Neotypus von Actinomyces 
erythreus Waksman 1923 und Produzent von Erythromycin. 

Streptomyces erythraeus Stamm VUAM. Produzent von Erythromycin. 

Charakterisierung : 

Sporen rundlich bis ellipsoid, 0,7 bis 
1,2 x 0,.4—0,8 w groB; Oberfliche mit 
zahlreichen steifen oder wenig flexiblen, 
meist etwa 0,2 uw langen, gelegentlich aber 
bis etwa 0,6 ~ messenden Stacheln besetzt 
(Abb. 4). — Luftmycel anfanglich weib- 
gelb oder gelbgriin, in ausgereiftem Zu- 
stande blaBcarmin, zimtbraun, rétlichbraun 
oder rétlichgrau (cinnamomeus). — Luft- 
my cel oft in Biischeln oder Besen, Seiten- 
zweige in offenen, lockeren, unregelmaBigen 


iL] 
Abb. 4. Sporen von S. erythraeus  Spiralen von meist ein bis drei Windungen; 


Stamm Nr. M 5-12559; Vergr. etwa Bh Fe A » ators: a / ») 
in Ohne gelegentlich nur stark gewellt (Abb. 2b). — 
Keine Melaninbildung auf peptonhalti- 
gen Nahrmedien und negative Tresner-Danga-Reaktion. — Substrat- 
mycel weibgelb, hellgelbrot, gelbbraun; teilweise wenig rotbraun oder 
griinbraun. 


' Auch nach einer persénlichen Mitteilung von Dr. R. Despots vom 28. Dezem- 
ber 1959 zeigt der Stamm ETH 8703 sehr groBe Ahnlichkeit mit den authentischen 
Spiramycine-produzierenden, Kulturen. 
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Makrolide: 

Erythromycin aus Stamm Nr. M 5—12559 (McGuire u. Mitarb. 
1952; Bunew u. McGurre 1953), Erythromycin B (Grrzon u. Mitarb. 
1956b), Erythromycin C (Winey u. Mitarb. 1957a). — Erythromycin 
aus Stamm VUAM und den Mutanten Stamm Nr. 58/100 und Stamm 
Nr. 20-V-107 (DoLnZILovA u. Mitarb. 1959). 

Der Originalstamm von Prof. 8S. A. Waxsman, CBS Stamm Waksman 
u. Curtis, zeigt gelblich-griinlichgraues (griseus) Luftmycel ohne Spiralen 
und stimmt nicht mehr mit der ersten Beschreibung iiberein. Daher muB 
an seiner Stelle ein neuer Stamm als Typus bezeichnet werden; wir haben 
dafiir den Erythromycin-Produzenten Stamm Nr. M 5-12559 gewahlt. 

Da S. erythraeus Sporen mit Anhangseln besitzt, haben bereits 
DoLeziLovA u. Mitarb. (1959) nach Untersuchung der Mutanten des 
Stammes VUAM, namlich den Organismen Stamm Nr. 58/100 und Stamm 
Nr. 20-V-107, festgestellt. 


4. Streptomyces halstedii (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 
Bergey VI, 953 (1948) 
Typus (Neotypus) : Streptomyces halstedii Carbomycin-produzierender 
Stamm von Chas. Pfizer & Co. 
Synonym: 
Actinomyces halstedii Waksman. et Curtis — Soil Sci. 1, 124 (1916). 
Untersuchte Kultur: 


Streptomyces halstedii Carbomycin-produzierender Stamm von Chas. Pfizer & 
Co. (ETH 24424), Neotypus von Actinomyces halstedii Waksman et Curtis. 


Charakterisierung : 
Sporen rundlich bis ellipsoid, 0,6—1,1 x 0,5—1,0u groB, mit 
glatter oder oft warziger Oberflache. — Luftmycel anfangs weibgrau, 


spaiter in ausgereiftem Zustande aschgrau bis dunkelgrau (cinereus), 
gelegentlich leicht dunkel griinlichgrau. — Luftmycel monopodial 
verzweigt; Sporenketten in kurzen, unregelmaBigen, meist geschlossenen 
Spiralen, teilweise an sterilen Lufthyphen entstehend (Abb.2a). — Keine 
Melaninbildung auf peptonhaltigen Nahrmedien und negative Tresner- 
Danga-Reaktion. — Substratmycel weifgelb, hellgelb oder hellbraun, 
gelbbraun. 

Makrolide: 

Carbomycin aus Stamm Chas. Pfizer & Co. (TANNER u. Mitarb. 
1952); Carbomycin B (HocusTErn u. Murat 1954). 

Der authentische Stamm von Prof. 8S. A. Waxsman, ATCC 10897 
Stamm Waksman Nr. 3328, zeigt entgegen der urspriinglichen Beschrei- 
bung gerade Sporenketten und kann nicht mehr als Typus gelten. Als 
Neotypus bezeichnen wir den Carbomycin-produzierenden Stamm von 


Chas. Pfizer & Co. 
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5. Streptomyces macrosporeus Ettlinger et al. 
Arch. Mikrobiol. 31, 346 (1958) 

Typus (Holotypus): Streptomyces macrosporeus Stamm ETH 7534. 

Untersuchte Kultur: Streptomyces macrosporeus Stamm ETH 7534, Holotypus 
von Streptomyces macrosporeus Ettlinger et al. 1958 und Produzent von Carbomycin 

Charakterisierung : 

Sporen rundlich oder ellipsoid, 0,8—2,0 x 0,7—1,8 4 groB, mit 
0,2—0,6 w langen steifen oder wenig flexiblen Stacheln besetzt (Abb. 5). — 
Luftmycel anfangs weiB, spater weib- 
grau bis aschgrau (cinereus), gelegent- 
lich mit leicht dunkel griinlichgrauer 
Tonung. — Sporenketten monopodial 
verzweigt, Seitenaste in lockeren, mehr 
oder weniger unregelmaBigen Spiralen 
von meist zwei bis vier Windungen 
(Abb.3a). — Keine Melaninbildung 
auf peptonhaltigen Nahrmedien und 
negative Tresner-Danga-Reaktion. — 


Abb.5. Sporen von S. macrosporeus Substratmycel weibgelb bis dotter- 
Stamm ETH 7534; Vergr. etwa 10000 fach 


gelb, gelbbraun, hellbraun. 
Makrolid: 
‘arbomycin aus Stamm ETH 7534 (Errtrncer u. Mitarb. 1958). 


6. Streptomyces olivaceus (Waksman) Waksman et Henrici 
Bergey VI, 950 (1948) 


Typus (Holotypus?): Streptomyces olivaceus Stamm Waksman des 
CBS und der ATCC. 

Synonyme: 

Streptomyces felleus nom. nud. in BROCKMANN et HeNKEL — Chem. Ber. 84, 284 
(1951). 

Streptomyces felleus Lindenbein — Arch. Mikrobiol. 17, 374 (1952). 

Proactinomyces gardnert Waksman in WaksmMAN, Horninea, WELSCH et 
Wooprvurr — Soil Sei. 54, 289 (1942). 

Nocardia gardneri Waksman et Henrici — Bergey VI, 914 (1948). 

Streptomyces narbonensis Corbaz et al. — Helv. Chim. Acta 88, 935 (1955). 

Actinomyces olivaceus Waksman — Bergey I, 354 (1923). 

Actinomyces sp. Nr. 206 Waksman — Soil Sci. 7, 117 (1919). 

Actinomyces sp. Gardner et Chain — Brit. J. Exp. Pathol. 28, 123 (1942). 

Untersuchte Kulturen: 

Streptomyces felleus Stamm Nr. Giitt 467 (ETH 28421), Lectotypus von Strepto- 
myces felleus Lindenbein 1952; Produzent von Pikromycin. 

Streptomyces felleus Stamm Nr. Bo-105 (NRRL 2251, ETH 14324), Syntypus 
von Streptomyces felleus Lindenbein 1952; Produzent von Pikromycin. 

Nocardia gardneri NCTC 6531 (ATCC 9604, ETH 28347), Holotypus von 
Proactinomyces gardneri Waksman in WAKsMAN, Horninc, WertscH et Woo- 
DRUEFF 1942; Produzent von Proactinomycinen. 
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Streptomyces griseolus Stamm Nr.3317 (ETH 28462) ; Produzent von Pikromycin. 

Streptomyces narbonensis Stamm ETH 7346, Holotypus von Streptomyces 
narbonensis Corbaz et al. 1955; Produzent von Narbomycin. 

Streptomyces olivaceus Stamm Waksman (CBS Stamm Waksman, ATCC 3335 
Stamm Waksman, ETH 9868, ETH 14308), Holotypus(?) von Actinomyces oli- 
vaceus Waksman. 1923. 

Streptomyces olivaceus Stamm ETH 8868 und Stamm ETH 9016; Produzenten 
von. Pikromycin. 

Charakterisierung : 

Sporen ellipsoid-rundlich, 0,8—1,7 « 0,6—1,2 uw groB, meist glatt, 
selten wenig warzig. — Luftmycel anfangs wei8 bis weifgrau, schlieb- 
lich aschgrau (cinereus), seltener wenig griinlichgrau. — Sporenketten 
monopodial verzweigt, gerade oder gewellt (Abb. 2g). — Keine Melanin- 
bildung auf peptonhaltigen Nahrmedien und negative Tresner-Danga- 
Reaktion. — Substratmycel hellgelb, gelbbraun, griinlichgelb, 
schwefelgelb, gelegentlich mit braunschwarzen oder griinschwarzen 
Partien. 

Makrolide: 

Narbomycin aus Stamm ETH 7346 (Corsaz u. Mitarb. 1955a). — 
Pikromycin aus Stamm Nr. Giitt 467 und Stamm Nr. Bo-105 (Brock- 
MANN u. HENKEL 1951, BROCKMANN u. Mitarb. 1952, LINDENBEIN 1952, 
Farbenfabriken Bayer Co. 1952, BRockMANN u. BoHNE 1954). — 
Pikromycin (subArgomycin) aus Stamm Nr. 3317 (SHIBATA u. 
Mitarb. 1959, sub Argomycin in Hara u. Mitarb. 1955). — Pikromycin 
aus Stamm ETH 8868 und Stamm ETH 9016. — Proactinomycine 
aus Stamm NCTC 6531 (GARDNER u. CHAIN 1942, Marston 1949). 

Es konnte nicht mit Sicherheit festgestellt werden, ob es sich bei der 
im CBS und bei der ATCC aufbewahrten Kultur um den authentischen 
Holotypus handelt oder um eine spatere Isolierung von Prof. S. A. 
WAKSMAN. 

Von der Art S. fellews ist der bei LINDENBEIN (1952) ersterwahnte 
Stamm Nr. 326 nicht erhaltlich, weshalb wir den zweiten, Stamm Nr. 
Giitt 467, als Lectotypus gewahlt haben; Syntypus ist noch der Stamm 
Bo-105. Wie bereits ErrLincErR u. Mitarb. (1958) feststellen, ist S. felleus 
synonym zu S. olivaceus. Bei den beiden Stémmen ETH 8868 und ETH 
9016 trat manchmal eine positive Chromogenreaktion auf, doch lieBen sich 
die Resultate nicht mit geniigender Sicherheit reproduzieren. 

Der Produzent von Proactinomycinen ist urspriinglich als Proactino- 
myces und Nocardia beschrieben worden, doch erwahnt bereits WAKSMAN 
(1958/1959), daB es sich dabei um einen Streptomyceten handelt. Die 
von Gorpon u. Mium (1957) aufgestellte Synonymie mit Nocardia 
asteroides (Eppinger) Blanchard 1895 scheint auf einer Stammverwechs- 
lung zu beruhen!. Nach der Beschreibung von WaxksMAN u. Mitarb. 


1 Persénliche Mitteilung von Dr. R. E. Gorpon vom 11. September 1960, 
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(1942) bildet der Stamm NCTC 6531 auf Tryptonbriihe langsam ein 
schwarzes Pigment. In unseren wiederholten Versuchen lieB sich eine 
positive Reaktion weder in der Chromogenprobe noch im Tresner-Danga- 
Test feststellen. Die bei diesem Stamm auftretende Segmentierung des 
Substratmycels ist sehr auffallend. Ein ziemlich starker Zerfall der 
vegetativen Hyphen findet sich jedoch auch bei Stamm Nr. Giitt 467 
(sub S. fellews) und bei Stamm ETH 7346 (sub S. narbonensis). 


Die Synonymie von S. narbonensis mit S. olivaceus findet sich bereits 
bei Erriincer u. Mitarb. (1958). Im Gegensatz zu den dort festgehaltenen 
Ergebnissen fiithren PrrpHAM u. Mitarb. (1958) den Stamm als Spiralen- 
bildner auf; primitive Spiralen wurden von Dr. R. G. Benedict auf 
verschiedenen Medien gefunden!. Bei uns angesetzte Versuche mit den- 
selben Medien fiihrten jedoch nie zu Spiralenbildungen oder Formierung 
von offenen Schlingen. Wir betrachten daher den Stamm noch als 
synonym mit S. olivaceus. Fiir S. narbonensis geben TRESNER u. DANGA 
(1958) eine positive Reaktion an. Auch in unseren Versuchen lieB sich 
gelegentlich eine schwach positive Reaktion feststellen, doch konnten nie 
eindeutige Resultate erhalten werden; dasselbe gilt fiir die manchmal 
fragliche Chromogenreaktion. 


GemaB unseren chemischen Untersuchungen (vgl. 8. 168) sind die 
Antibiotica Amaromycin und Albomycetin mit Pikromycin identisch. 
Als Produzent von Amaromycin wird ein als Streptomyces flavochromo- 
genes (Krainsky) Waksman et Henrici 1948 bestimmter Stamm Nr. 
T 349—15 aufgefiihrt (Hata u. Mitarb. 1955). Dieser Organismus soll 
offene, lockere Spiralen bilden. Kine genaue Identifizierung laBt sich nach 
der Beschreibung nicht vornehmen, und fiir eigene Untersuchungen 
konnten wir den Stamm nicht erhalten. Albomycetin wird von einem 
als Streptomyces albus (Rossi-Doria emend. Krainsky) Waksman et 
Henrici 1943 bestimmten Stamm Nr. T-12 (resp. T-12-5650-115) gebildet 
(TAKAHASHI 1954, Nisurya u. NisHrmuRA 1957). Der Stamm konnte nicht 
identifiziert werden, da er nicht zur Verteilung an andere Laboratorien 
freigegeben ist. 


7. Streptomyces phaeochromogenes (Conn) Waksman et Henrici 
Bergey VI, 943 (1948) 


Typus (Neotypus): Streptomyces phaeochromogenes Stamm Waksman 


‘ 


,,Production of Tyrosinase“. 
Synonym: 


Actinomyces phaeochromogenus Conn — N.Y. State Agr. Exp. Sta., Techn. Bull. 
No. 60, 16 (1917). 


' Nach persénlichen Mitteilungen von Dr. C. W. HEssELTINE vom 3. Februar 1959 
und von Dr. 'T. G. PrrpHam vom 5. Februar 1959 wurden atypische Spiralen gefun- 
den auf Tomatenpiiree-Hafermehl-Agar und auf Hickry-TResners Medium. 
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Untersuchte Kulturen: 

Streptomyces phaeochromogenes Stamm Waksman Production of Tyrosinase“ 
(ATCC 3338, CBS Stamm Waksman, ETH 14851, ETH 20197); Neotypus von 
Actinomyces phaeochromogenes Conn 1917. 

Streptomyces phaeochromogenes Stamm ETH 6282 und Stamm ETH 12782 
Produzenten von Angolamycin. 

Charakterisierung : 

Sporen ellipsoid-linglich, gelegentlich tonnenférmig, 0,6—1,4 
0,4—0,7 « groB, mit glatter Oberflache (Abb.6). — Luftmycel in gut 
entwickeltem Zustande weiB oder 
wenig wei-blaBcarmin (niveus), 
infolge der intensiven Farbung 
des Substratmycels oft blab- 
carmin bis weiBgrau oder weib- 
gelb scheinend. — Luftmycel 
monopodial verzweigt mit ge- 
raden oder gewellten Sporen- 
ketten, die teilweise als Seiten- 
zweige an sterilen Lufthyphen 


— 


8 


entstehen (Abb.2f). — Mela- 
ee a reginns ne iN Sisteh) Sob eeatibotromoteies Siam 
haltigen Nahrmedien und _ posi- 
tive Tresner-Danga-Reaktion. — Substratmycel gelbbraun, hell- 
braun, rotbraun, dunkelbraun bis schwarzbraun. 

Makrolid: 


Angolamycin aus Stamm ETH 6282 und Stamm ETH 12782. 

Obwohl diese Art nach der Originalbeschreibung Luftmycel mit 
Spiralen besitzt, betrachten wir den Waksman-Stamm ohne Spiralen als 
Neotypus. Diese Kultur entspricht in den iibrigen Merkmalen recht gut 
der Beschreibung und wird auch von den meisten Autoren bereits als 
Typus dieser Art verwendet (vgl. ErrLincer u. Mitarb. 1958, GAUSE u. 
Mitarb. 1957, 1958). 


8. Streptomyces reticuli (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 
Bergey VI, 944 (1948) 

Typus (Neotypus): Streptomyces albireticuli Stamm IFO 3724. 

Synonyme: 

Streptomyces albireticuli Nakazawa et al. in NakazAwa — J. Agr. Chem. Soc. 
Japan 29, 647 (1955). 

ev. Streptomyces eurocidicus Okami et al. — J. Antibiotics Ser. A 7, 101 (1954). 

ev. Streptomyces kitasatoensis Hata in Hava et al. — J. Antibiotics Ser. A 6, 87 
(1953). 

Actinomyces reticuli Waksman et Curtis — Soil Sci. 1, 118 (1916). 

Actinomyces reticulus Bergey et al. — Bergey H, 373 (1925). 

Actinomyces reticulus-ruber Waksman, — Soil Sci. 8, 146 (1919). 
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Streptomyces rubrireticuli Waksman et Henrici — Bergey VI, 945 (1948). 

Untersuchte Kulturen: 

Streptomyces albireticuli Stamm IFO 3724 (ETH 24213), Neotypus von Actino- 
myces reticuli Waksman et Curtis 1916, Holotypus von Streptomyces albireticult 
Nakazawa et al. in Nakazawa 1955; Produzent von Carbomycin, Enteromycin, 


Eurocidin und Tertiomycin A. 
Streptomyces reticuli Stamm ETH 21772, Produzent von Leucomycin. 
Streptomyces rubrireticuli Stamm NRRL B-1484 (ETH 14320), Neotypus von 


Actinomyces reticulus-ruber Waksman 1919. 


Charakterisierung : 

Sporen langlich-ellipsoid, 0,5—1,2 x 0.4—0,8 4 groB, mit glatter 
Oberfliche. — Luftmycel weiB oder wenig weibgelb (niveus); infolge 
intensiver Pigmentierungen des Substratmycels erhalt das Luftmycel 
manchmal eine hellgelbgriine oder weib-blaBcarmine Farbung. — 
Sporenketten gerade, in einfachen oder doppelten Quirlen an sterilen 
Lufthyphen entstehend (vgl. Fotografien bei Nakazawa 1955a, DESPOIS 
u. Mitarb. 1956, Nomr 1960c; Abb.2c). — Melaninbildung auf pepton- 
haltigen Nahrmedien und positive Tresner-Danga-Reaktion. — Sub- 
stratmycel weibgelb, gelbbraun, griinbraun, rotbraun bis ziegelrot. 


Makrolide: 

Carbomycin und Tertiomycin A aus Stamm IFO 3724 (Naxka- 
ZAWA 1955b, Nakazawa u. Mitarb. 1955, Mryaxkk u. Mitarb. 1959). — 
Leucomycin aus Stamm ETH 21772. — Leucomycin aus Stamm 
Nr. S-7, Stamm Nr. S-299-5 und Stamm Nr. 170 (Harta u. Mitarb. 
1953a, 1953b, Nakamura u. Mitarb. 1956, Sano 1956). — Leucomycin 
(sub Antibioticum 6237 R. P.) aus Stamm R. P. 6670 (DEspots u. Mit- 
arb, 1956). — Tertiomycine aus Stamm Nr, 549-A 1 (Okamt u. Mitarb. 
1954, Osatro u. Mitarb. 1955a, 1955b). 

Die Beschreibung von WaAksMAN u. Curtis (1916) enthalt wenig 
Angaben iiber die Morphologie des Luftmycels. Nach WaxksMAN u. 
Henricr (1948) verzweigt das Mycel in Quirlen, und auf Glucose-Agar 
werden sinistrorse Spiralen gebildet. Die untersuchten Kulturen des 
authentischen Stammes, CBS Stamm Waksman et Curtis und Stamm 
NRRL B-1253, zeigen keine Quirlbildung mehr und besitzen ein asch- 
graues Luftmycel; der Organismus gehért wohl zu Streptomyces olivaceus 
(Waksman) Waksman et Henrici 1948. Daher muB fiir die quirlbildende 
Art ein neuer Typus gewahlt werden, und wir schlagen den Stamm 
[FO 3724 vor. Diese Kultur wurde von Nakazawa (1955a, 1955b, 1958) 
eingehend untersucht, beschrieben und abgebildet, und sie stimmt auch 
mit der Originalbeschreibung recht gut iiberein; die Kultur zeigt aller- 
dings im Gegensatz zu den Angaben von WaxsMAN u. Henrict (1948) 
auch auf Glucose-Agar keine Spiralenbildung. Neben den Makroliden 
Carbomycin und Tertiomycin A bildet der Stamm IFO 3724 noch die 
Antibiotica Enteromycin und Eurocidin (Nakazawa 1955¢, 19554). 
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Auch S. rubrireticuli wurde als biverticiller Stamm mit Spiralen- 
pildung auf Dextrose-Agar beschrieben. Die bei Prof. S. A. WAKSMAN 
aufbewahrte Kultur, Stamm IMUR 3631, zeigt jedoch kein Luftmycel 
mehr! und kann daher nicht mehr mit Sicherheit als Typus gelten. Von 
den neueren Isolierungen, von denen keine auf Dextrose-Agar Spiralen 
zeigt, scheint uns die Isolierung von Dr. G. A. Benrpicr, Stamm NRRL 
B-1484, als Neotypus am besten geeignet. 


Die Typen der beiden Arten — S. reticuli und S. rubrireticuli — 
stimmen in den artcharakterisierenden und artdifferenzierenden Krite- 
rien sehr gut tiberein und unterscheiden sich vor allem in einer anderen 
Substratmycelpigmentierung. Die intensiv rote oder rotbraune Farbung 
des Substratmycels bei Stimmen der Art S. rubrireticuli wurde auf ihre 
Bestandigkeit gepriift. Es fand sich bei Stamm ETH 21772, dab einer- 
seits die Pigmentierung im Verlaufe wiederholter Abimpfung immer 
schwacher wurde und schlieBlich nur noch hellgelbrot war und daB 
innerhalb der rotgefarbten Kolonien einzelne fahle Sektoren auftraten. 
Wurden diese Sektoren isoliert, so entstanden daraus Kulturen, die nicht 
mehr vom Neotypus der Art S. reticuli zu unterscheiden waren. Wir 
betrachten daher die beiden Arten als Synonyme. 


Die Art S. ewrocidicus konnten wir nicht untersuchen, da wir keine 
authentischen Kulturen erhalten konnten. Doch lit sich aus der Be- 
schreibung (vgl. auch Okami u. SuzuKr 1958) und den Angaben von 
PrIDHAM u. Mitarb. (1958)? entnehmen, daB es sich um einen sehr sch6énen 
verticillen Stamm handelt. Wir stellen daher diesen Tertiomycin-Produ- 
zenten als fragliches Synonym zur Art S. reticuli. Vom Tertiomycin- 
Produzenten werden auch noch die Antibiotica Azomycin und Eurocidin 
gebildet (Okamrt u. Mitarb. 1954, Osara u. Mitarb. 1955a). 


Den von ihnen isolierten Leucomycin-Produzenten bezeichneten 
Hara u. Mitarb. (1953a, 1953b) als neue Art, S. kitasatoensis. HATA 
erwahnt ausdriicklich, daB der Organismus gelbbraunes Substratmycel 
und nie rotes wie S. rubrireticuli besitze. Leider konnten wir den Original- 
stamm nicht erhalten, doch zeigt bemerkenswerterweise der von uns 
isolierte Leucomycin-Produzent, Stamm ETH 21772, intensiv rot- 
gefairbtes Substratmycel wie der Typusstamm von S. rubrireticult. Als 
Leucomycin produzierende Stémme finden sich demnach solche mit 
gelbbraunem Substratmycel, wie der Typusstamm von S. reticuli, und 
solehe mit rotem, wie der Typusstamm der damit synonymen Art S. 
rubrireticuli. Neben dem Makrolid Leucomycin produzieren die Stamme 
Nr. S-7 und Nr. 8-299-5 noch ein weiteres nicht naher bezeichnetes Anti- 
bioticum (Hara u. Mitarb. 1953 a). 

1 Personliche Mitteilung von Dr. R. E. Gorpon vom 11. September 1960. 


2 Auch personliche Mitteilung von Dr. T. G. PripHam vom 28. Marz 1960. 
13* 
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Den Produzenten des Antibioticums 6237 R. P. (Leucomycin) konn- 
ten wir nicht erhalten, doch laBt er sich nach der Beschreibung und den 
ausgezeichneten Abbildungen (Despots u. Mitarb. 1956) als Stamm von 
S. reticuli erkennen; neben Leucomycin bildet der Stamm R. P. 6670 
noch die Antibiotica 7071 R. P. und 7080 R. P. 


9. Streptomyces tendae Ettlinger et al. 
Arch. Mikrobiol. 31, 351 (1958) 
Typus (Holotypus): Streptomyces tendae Stamm ETH 11313. 


Untersuchte Kulturen : 

Streptomyces tendae Stamm ETH 11313, Holotypus von Streptomyces tendae 
Ettlinger et al. 1958 und Produzent von Carbomycin. 

Streptomyces tendae Stamm ETH 14077, Produzent von Carbomycin. 


Charakterisierung : 

Sporen ellipsoid, 0,6—1,4 x 0,5—0,9 uw grob, mit glatter oder wenig 
warziger Oberfliche. — Luftmycel anfangs kreideweif oder hell rot- 
braun bis zimtbraun, in gut ausgereiftem Zustande braungrau bis asch- 
erau (cinereus). — Luftmycel monopodial verzweigt, Sporenketten in 
offenen, ziemlich regelmaBigen Spiralen von meist ein bis fiinf Windun- 
gen; die Sporenketten werden entweder direkt vom Substratmycel 
gebildet oder entstehen, teilweise in Quirlen, an sterilen Lufthyphen 
(Abb.3b). — Keine Melaninbildung auf peptonhaltigen Nahrmedien 
und negative 'Tresner-Danga-Reaktion. — Substratmycel hellgelb, 
hellgelbrot, blaBcarmin, braungelb, rotbraun oder dunkelbraun. 

Makrolid: 

Carbomycin aus Stamm ETH 11313 und Stamm ETH 14077 
(ErrLincEerR u. Mitarb. 1958). 

Bei Errirncer u. Mitarb. (1958) wird diese Art mit zimtbraunem 
Luftmycel angefiihrt. Genauere Untersuchungen mit Nahrmedien, die 
eine tippigere Sporulation gewahrleisteten, lieBen bei dem Stamm ETH 
11313 oft braungraues bis aschgraues Luftmycel erkennen, weshalb 
wir die Art jetzt mit aschgrauem Luftmycel auffiihren. 


10. Streptomyces thermotolerans Pagano et al. 
U.S. Pat. 2 902 412, 1. Sept. 1959 
Typus (Holotypus): Streptomyces thermotolerans Stamm Nr. M-4209. 
Untersuchte Kultur: 
Streptomyces thermotolerans Stamm Nr. M-4209 (ATCC 11416, ETH 28401), 


Holotypus von Streptomyces thermotolerans Pagano et al. 1959 und Produzent von 
Carbomycin. 


Charakterisierung : 
Sporen ellipsoid, 0,8—1,5 x 0,4—0,9 uw gro, Oberfliche dicht mit 
bis 1 w langen, steifen Stacheln besetzt (Abb.7). — Luftmycel anfangs 
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kreideweif, weiBgrau oder wenig blaBcarmin, in ausgereiftem Zustande 
braungrau bis aschgrau (cinereus). — Luftmycel monopodial verzweigt, 
Sporenketten teilweise in Quirlen und an sterilen Lufthyphen ent- 
stehend, zum Teil auch direkt aus dem Substratmycel auswachsend; 
Seitenaste in lockeren, offenen, mehr oder weniger regelmaBigen Spiralen 
von meist zwei bis fiinf Windungen (Abb.3b). — Melaninbildung auf 
peptonhaltigen Nahrmedien und 

positive Tresner- Danga-Reaktion. — 


Substratmycel hellgelb, gelb- Z 
braun, dunkelbraun bis rotbraun. ‘ 
Makrolid: 


Carbomycin aus Stamm Nr. 
M-4209 (Pacano u. Mitarb. 1953, 
1959). 

S. thermotolerans Stamm Nr. 
M-4209 ist anfanglich als Stamm 
von S. hygroscopicus (Jensen) Waks- 
man et Henrici 1948 beschrieben ~ ’ 
worden (Pagano u. Mitarb. 19531), *"""yrlaag00; Vergr. etwa 6000fa¢n 


11. Streptomyces venezuelae Ehrlich et al. 
J. Bact. 56, 467 (1948) 


Typus (Holotypus): Streptomyces venezuelae Stamm Nr. A-65. 


Untersuchte Kulturen: 

Streptomyces venezuelae Stamm Nr. A-65 (Parke Davies & Co., Detroit, No. 
04745, NRRL 2277, ETH 26169), erhalten durch das NRRL; Holotypus von 
Streptomyces venezuelae Ehrlich et al. 1948 und Produzent von Chloramphenicol. 

Streptomyces venezuelae Stamm ETH 10933 und Stamm ETH 22862, Produzen- 


ten von Pikromycin. 


Charakterisierung : 

Sporen langlich-ellipsoid, 0,7—1,6 x 0,4—0,9 w groB, mit glatter 
Oberflache. — Luftmycel blaBcarmin bis zimtbraun oder braungrau 
(cinnamomeus). — Sporenketten monopodial verzweigt, teils in 
Biischeln stehend; Seitenzweige meist auffallend steif und gerade, 
seltener gewellt (Abb.2d). — Melaninbildung auf peptonhaltigen 
Nahrmedien und positive Tresner-Danga-Reaktion. — Substratmycel 
weibgelb, hellgelbrot, gelbbraun, dunkelbraun oder teilweise graubraun. 

Makrolide: 

Methymycin und Neomethymycin aus Stamm Nr. M-2140 
resp. WC-3629 (Donin u. Mitarb. 1953/1954, Dsrasst u. HALPERN 


1 Nach einer personlichen Mitteilung von Dr. D. PERLMAN vom 13. Mai 1960 
handelt es sich bei dem als S. thermotolerans Stamm Nr. M-4209 verschickten Stamm 
um den friiher als S. hygroscopicus Stamm Nr. M-4209 bezeichneten Organismus. 
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1957a) und aus Stamm Nr. WC-3627 (DurcHeR u. Mitarb. 1959a, 
1959b). — Pikromycinaus Stamm ETH 10933 und Stamm ETH 22862. 


Obwohl die Typuskultur von S. venezuelae Chloramphenicol bildet, 
haben Durcuer u. Mitarb. (1959a, 1959b) ihre Methymycin und Neo- 
methymycin produzierenden Stémme auf Grund morphologischer und 
physiologischer Ubereinstimmung mit dieser Art identifiziert. Die Stam- 
me der Olin Mathieson Co. konnten wir nicht selbst untersuchen, doch 
lassen sie sich an Hand der Beschreibungen sehr gut als hierher geh6rend 
erkennen. 


12. Streptomyces violaceoniger (Waksman et Curtis) Waksman et Henrici 
Bergey VI, 947 (1948) 


Typus (Neotypus): Streptomyces violaceoniger Stamm NRRL B-1476. 


Synonyme: 

Actinomyces hygroscopicus Jensen — Proc. Linn. Soc. New So. Wales 56, 257 
(1931). 

Streptomyces hygroscopicus Waksman et Henrici — Bergey VI, 953 (1948). 

Actinomyces violaceus-niger Waksman et Curtis — Soil Sci. 1, 111 (1916). 

Untersuchte Kulturen: 

Streptomyces hygroscopicus Stamm IMUR 3951 (ATCC 10976, ETH 13081), 
Neotypus von Actinomyces hygroscopicus Jensen 1931. 

Streptomyces violaceoniger Stamm NRRL B-1476 (ETH 14321, ETH 28358), 
Neotypus von Actinomyces violaceus-niger Waksman et Curtis 1916. 

Streptomyces violaceoniger Stamm NRRL B-1477 (IMUR 3830, ETH 28416), 
Syntypus von Actinomyces violaceus-niger Waksman et Curtis 1916. 

Streptomyces violaceoniger Stamm ETH 20388, Produzent von Lankamycin und 
Lankacidin. 


Streptomyces violaceoniger Stamm ETH 26571, Produzent von Tylosin. 

Charakterisierung : 

Sporen rundlich-ellipsoid, 0,6—1,2 x 0,5—1,0 4 groB, meist mit 
ziemlich stark warziger Oberflaiche, seltener glatt. — Luftmycel 
anfangs weil oder weibgrau, spaiter rotbraun werdend, schlieBlich braun- 
grau bis aschgrau (cinereus) und teilweise mit schwarzen Flecken auto- 
lysiert. — Luftmycel monopodial verzweigt, Seitenzweige oft gegen- 
stindig oder manchmal sogar in Quirlen stehend; Sporenketten in 
engen kurzen, geschlossenen, selten in offenen Spiralen von zwei bis 
fiinf Windungen, die sich zu rundlichen Klumpen auflésen (vgl. Foto- 
grafien bei Nomr 1960b; Abb.2e). — Keine Melaninbildung auf 
peptonhaltigen Nahrmedien und negative Tresner-Danga-Reaktion. — 
Substratmycel weibgelb, hellgelb, gelbbraun, selten an einzelnen 
Stellen dunkelbraun, braunschwarz oder sogar blauschwarz. 

Makrolide: 

Lankamycin aus Stamm ETH 20388 (GAUMANN u. Mitarb. 1960). — 
Tylosin aus Stamm ETH 26571. 
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Von 8S. violaceoniger sind auch in der Kollektion der Rutgers Uni- 
versitat keine authentischen Kulturen mehr vorhanden, so daf ein 
Neotypus zu wahlen ist. Am besten scheint uns dafiir Stamm NRRL 
B-1476 geeignet (BeNEDIcT u. Mitarb. 1955). Diese Kultur zeigt oft ein 
rotbraunes Luftmycel das rasch autolysiert; die genaue Bestimmung der 
Luftmycelfarbe gestaltet sichziemlich schwierig. Die ausfiihrlichen Unter- 
suchungen von PRIpHAM u. Mitarb. (1958) und Nor (1960b) zeigen, dab 
bei sehr guter Entwicklung das Luftmycel eine braungraue bis asch- 
graue Farbe aufweist. Staémme, die sich von den als S. violaceoniger 
bezeichneten Organismen nur in der Ausbildung einer aschgrauen bis 
dunkelgrauen Luftmycelfarbe unterscheiden, sind als S. hygroscopicus 
bezeichnet worden. GemaB den oben angefiihrten Ergebnissen kann diese 
Trennung nicht aufrecht erhalten bleiben und 8. hygroscopicus mu als 
Synonym zu S. violaceoniger gestellt werden!. 

Der Produzent des Makrolides Lankamycin, Stamm ETH 20388, 
bildet daneben noch das Antibioticum Lankacidin (GAUMANN u. Mitarb. 
1960). Vom authentischen Tylosin-Produzenten kennen wir weder eine 
Beschreibung noch eine Kultur (HamILL u. Haney 1959). 

Der anfangs als S. hygroscopicus bezeichnete Carbomycin-Produzent 
(Pacano u. Mitarb. 1953) wurde spater als S. thermotolerans Pagano et al. 
(Pagano u. Mitarb. 1959) bezeichnet und ist von den oben beschriebenen 
Organismen (S. violaceoniger) verschieden. 


Schlu8betrachtung 

In den ersten beiden Kapiteln haben wir einerseits die Makrolid- 
Antibiotica, andererseits ihre Produzenten besprochen. Dabei lassen sich 
verschiedene Beziehungen feststellen (vgl. Tab.5). 

Von vielen Makroliden sind bisher nur eine Actinomyceten-Art als 
Produzent gefunden worden, und von mancher Art ist nur die Produktion 
eines Makrolides bekannt. Jedoch werden gewisse Makrolide (z.B. 
Carbomycin) von sehr verschiedenen Arten produziert, und einzelne 
Arten (oder sogar Stémme; z.B. S. reticuli) bilden mehrere Makrolid- 
Antibiotica. 

Wie wir bereits oben hervorgehoben haben (8.170), kann die Produk- 
tion eines bestimmten Makrolides (oder Antibioticums im allgemeinen) 
nicht als artspezifisches Kriterium dienen, sondern stellt eine stamm- 
spezifische Aktivitat dar und soll héchstens als sekundares Hilfsmittel 
bei der Artbestimmung verwendet werden. 


Summary 


The macrolide-antibiotics are discussed in respect to their chemistry 
and biology. The single substances are listed. An investigation and 


1 Personliche Mitteilung von Dr. T. G. PripHAm vom 10. Februar 1960. 
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classification of the streptomycetes producing macrolides, is added; 
the single species are critically revised. Relations are established between 
the producers and their products. 


Fir die Uberlassung von Kulturen oder Substanzen und fiir die Mitteilung 
mancher wertvoller Information danken wir Madame A. L. vAN BEWERWIJK, | 
Baarn, Prof. H. Brockmann, Gottingen, Dr. W. A. CiarK, Washington 7 D.C., 
Dr. R. Dzspors, Vitry s. Seine, Dr. P. van Disox, Leuven, Ing. J. Fasrdn, Prag, 
Dr. R. E. Gorpon, New Brunswick N. J., Dr. J. M. MoGurrz, Indianapolis Ind., 
Dr. C. W. Hessettine, Peoria Ill., Dr. F Linpner, Frankfurt a. Main, Prof. K. 
Nakazawa, Osaka, Dr. R. Nomr, Hiroshima, Dr. D. Prertman, New Brunswick 
N. J., Dr. T. G. Prrpxam, Peoria Ill., Dr. J. B. Rourren, Groton Conn., Dr. H.-J. 
ScHONWALDER, Gottingen, Prof. V. Suviix, Prag, Dr. W. M. Starx, Indianapolis 
Ind., Dr. G. A. pE Vries, Baarn, Prof. S. A. Waxsman, New Brunswick N. J., 
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Aus dem Institut fiir Gefrierforschung in Bratislava, GSSR 


Zur Problematik der baktericiden Wirkung von Antibiotica 
bei tiefen Temperaturen 


Von 
JAN ARPAI 


Mit 14 Textabbildungen 
(Hingegangen am 20. Januar 1961) 


Untersuchungen iiber den Einflu8 von Antibiotica auf die Uber- 
lebensrate von Mikroorganismen bei tiefen Temperaturen, die von GILLI- 
SEN u. HEuUSEL (1959) unternommen wurden, erbrachten Ergebnisse, die 
uns, sowohl vom theoretischen wie auch praktischen Standpunkt aus 
gesehen, als héchst bemerkenswert erschienen. In der angefiihrten Arbeit 
wurde festgestellt, daB Penicillin und Streptomycin im besonderen auf 
Escherichia colt in Abhangigkeit von der Antibioticumkonzentration bei 
Temperaturen von +4°C, eine keimtétende, bzw. bei —5°C und —19°C 
eine zusatzliche baktericide Wirkung ausiibten. Es wurden gleichfalls 
Bestimmungen der Resistenz iiberlebender Keime durchgefiihrt, wobei 
sich keinerlei Veranderungen gegeniiber dem Ausgangsstamm zeigten. 

Bei der Wirkung von antimikrobiellen Faktoren ergeben sich in 
bezug auf die Temperaturabhangigkeit oft recht komplexe Erscheinun- 
gen. In einigen Fallen 1aé8t sich das fiir chemische Reaktionen giiltige 
Gesetz von ARRHENIUS anwenden, das Temperaturcharakteristikum ist 
dann konstant (JoRDAN u. Jacoss 1946). Im allgemeinen beobachtet man 
bei Giftwirkungen im Gegensatz zu anderen biochemischen Vorgangen 
eine Zunahme des Temperaturkoeffizienten (CHRISTOPHERSEN 1955). Die 
Beziehungen zwischen Temperatur und Antibiotica erbrachten zumeist 
ausgepragte Korrelationen zum Vermehrungsoptimum. So stellten 
Kworue u. BuTenBERG (1955) bei der Wirkung von Penicillin, Strepto- 
mycin, Chloromycin und Terramycin auf Typhusbakterien eine Abhan- 
gigkeit von der Stoffwechselaktivitat und damit von der Temperatur fest. 
In unseren Arbeiten, die wir gréBtenteils im Zusammenhang mit der 
Anwendung von Antibiotica bei der Kalte- und Gefrierlagerung von 
Lebensmitteln anstellten, gelangten wir zu ahnlichen Erkenntnissen 
(ArPaAI u. BEHUN 1960a, 1960b). Zudem sei bemerkt, daB bekanntlich 
die zur vélligen Hemmung der Mikrobenvermehrung erforderlichen 
Konzentrationen bakteriostatischer Mittel mit sinkender Temperatur ab- 
nehmen. Zur baktericiden Wirkung dagegen bendtigten wir bei unseren 
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Versuchen um so hohere Antibioticakonzentrationen, je niedriger die 
Temperatur zur Zeit des Kontaktes mit den Mikroben war. Diese Be- 
ziehung konnte aber nur insoweit beobachtet werden, als es zu einem 
Einfrieren der Mikrobenzellen kam. Es schien, als ob sich von da ab die 
baktericide Wirkung der antimikrobiellen Stoffe sprunghaft erhdhte. 
Dabei bereitete uns eine exakte Trennung der Absterbequote durch 
Antiseptica von der durch Kaltewirkung Schwierigkeiten, zumal die 
Einfliisse antimikrobieller Stoffe sich auch vor und nach dem Einfrieren 
auswirken kénnen. Kompliziert werden solche Versuche noch durch 
Faktoren, von denen sowohl die Wirkung der Kialte, wie auch der 
Antibiotica abhdingig sind (ArPAr 1960a). Wie aus dem Angefiihrten zu 
ersehen ist, kommen unsere Interessen und Versuche denen von GILLISEN 
u. HrvuseEt sehr nahe, unsere Ergebnisse gehen auch nicht weit ausein- 
ander, jedoch differieren unsere Ansichten beziiglich der Erklarung des 
Wirkungsmechanismus. So diirfte es versténdlich sein, daB wir uns der 
wiederholt zitierten Publikation von ihrem Erscheinen an mit gréBtem 
Interesse experimentell widmeten. Nachstehend méchten wir tiber unsere 
Arbeiten berichten, einige Gegeniiberstellungen der Ergebnisse machen 
und sie anschlieBend besprechen. 


Material und Methoden 


Unsere Versuche hatten zum Ziel: a) Die Arbeit, bzw. Ergebnisse von 
GILLISSEN u. HrEvsEL! zu reproduzieren. b) Mit Hilfe modifizierter 
Versuchsbedingungen einen Beitrag zur Klarung des Wirkungsmechanis- 
mus von Antibiotica bei Frost zu leisten. 


Vor allem suchten resp. selektierten wir Testkeime von Micrococcus pyogenes 
var. aureus und Lscherichia coli, deren mittlere Sensibilitiét (Bakteriostase) gegen- 
uber Penicillin (Pc) und Streptomycin (Str) annaihernd gleich derjenigen der bei 
G. u. H. verwendeten Teststiémme war. Dies gelang insofern, als wir einen Micro- 
coccus pyogenes var. aureus-Stamm fanden, dessen Wachstum bei 0,04 E Pe/ml, 
bzw. 3,65 ug Str/ml gehemmt war. Die Ausgangsempfindlichkeit des zu den 
Versuchen verwendeten Hscherichia coli-Stammes wich gleichfalls von den Angaben 
bei G. u. H. nicht wesentlich ab, indem sie bei Pe 890 E/ml, bzw. bei Str 0,85 ug/ml 
betrug. Im iibrigen hatten die Testkeime typische Eigenschaften ihrer Art nach 
BERGEY (BREED et al. 1957). 

Die bei G. u. H. angefiihrten Versuchsbedingungen wurden von uns soweit 
strengstens eingehalten, als dies aus den verdffentlichten Angaben zu ent- 
nehmen war. Hs fehlten aber Angaben iiber die Inkubationstemperatur, die wir 
bei unseren Versuchen mit 37°C festsetzten, wie auch Angaben zur Herstellung bzw. 
liber die Zusammensetzung der verwendeten Bouillon, die wir laut Vorschrift 
Nr. 5 nach Hass (1954) zubereiteten. Die Schnelligkeit des Auftauens nach der 
Aufbewahrungszeit, wie auch die Technik des Waschens mit Bouillon war bei 
G. u. H. auch nicht genauer beschrieben. Da die Methodik dieser Manipulationen 
sich unserer Erfahrung nach auf die Versuchsergebnisse auswirkt, haben wir Serien 
von verschiedenen diesbeziiglichen Modifikationen erprobt. Den bei G. u. H. 


1 Im folgenden abgekiirzt als G. u. H. bezeichnet. 


Baktericide Wirkung von Antibiotica bei tiefen Temperaturen 197 


angefiihrten Ergebnissen konnten wir am nichsten kommen, falls das Auftauen bei 
Zimmertemperatur (20—22°C) stattfand und das darauf folgende Waschen in 
Bouillon als einmaliges, nicht langer als 5 min andauerndes mechanisches Schiitteln 
mit anschlieBendem Zentrifugieren (<1000 g) bei Temperaturen iiber 10°C durch- 
geftithrt wurde. 

Weiterhin stellten wir Versuche unter verinderten, Versuchsbedingungen an, 
die zur Klarung des Wirkungsmechanismus beitragen sollten. Die angewendeten 
methodischen Modifikationen waren folgende: 

1. Die Temperatur beim Auftauen und weiterer Manipulation bis zu den Resistenz- 
und Lebendkeimzahlbestimmungen wurde im Bereich von 0—2°C gehalten. 

2. Das Waschen mit Bouillon und Abschleudern der Bakterienzellen wurde bis 
zu zehnmal wiederholt. 

3. Die Kaltekette wurde auch auf die Arbeitsvorginge vor dem Gefrieren aus- 
gedehnt, so da schon bei der Verdiinnung der Teststamm-Bouillonkultur (neun 
Teile) mit Pe- oder Str-Lésung (ein Teil) beim Versuch, bzw. mit Aqua dest. bei der 
Kontrolle, die Temperatur auf 2—4°C herabgesetzt wurde. 

4. Zum Waschen der Testkeime wurde statt Bouillon eine Phosphatpuffer- 
lésung von py 6,0 verwendet. Dies bedeutet, daB nach der Aufbewahrungszeit von 
1,3 und 6 Tagen (bei +4°, —5°, —19°C) aus jeder der drei Proben eines Kontroll- 
und Versuchsansatzes die Halfte entnommen, bei 4000 g zentrifugiert und das Keim- 
sediment zwecks Entfernung des Antibioticums mit einer Pufferlésung gewaschen 
wurde. Bei Versuchen mit Pe wurde zu dieser Lésung noch Penicillinase hinzu- 
geftigt, wahrend wir das Str dadurch inaktivierten, daB der zum Waschen dienenden 
Pufferlésung Natriumperjodat mit der Endkonzentration von 0,001 n hinzugesetzt 
wurde. Vorangehend tiberpriiften wir die Angaben von RupERT et al. (1947) wonach 
das Wachstum von Bakterien durch den Inaktivator nicht beeinfluBt wird. So war 
es moglich, die angefiihrten Lésungen auch als Verdiinnungsmittel und anstatt 
Wasser bei der Herstellung des Nahrbodens zu verwenden. 

Die zweite Halfte des Kontroll- und Versuchsmaterials wurde nach gleicher 
Behandlung zur Resistenzbestimmung verwendet. Der Vergleichsméglichkeit 
halber bedienten wir uns der gleichen geometrischen Reihenverdtinnungstest- 
Methodik wie bei G. u. H. Aus dem gleichen Grunde wird von uns auch die Zahl der 
iiberlebenden Zellen als log;, der mittleren Koloniezahl je Milliliter angefiihrt und 
die Ergebnisse in Kurven wie in der wiederholt zitierten Arbeit wiedergegeben. 

Die statistische Sicherung der Ergebnisse auf ihre Signifikanz erfolgte metho- 
disch nach FiscuEr (1948). Als signifikante Differenz wurde eine Wahrscheinlich- 
keit der Identitaét von weniger als 5:100 (P < 0,05) angesehen. 

Im Anhang zum methodischen Teil soll noch zur Feststellung GILLISEN u. 
Heusets betreffs des Einflusses der Klonbildung bei 17. pyogenes aut die Lebend- 
keimzahlbestimmung bemerkt werden, daB die Zellverbande mancher Bakterien- 
arten — vor allem die zur Familie Coccaceae gehérenden — durch die beim Gefrieren 
eintretende Eisbildung teilweise auseinandergesprengt werden. Infolgedessen kann 
bei der Bestimmung der Keimzahl sogar eine Vermehrung vorgetauscht. werden. 
Dies wurde schon von STiiLE (1950) angenommen, und wir konnten es in unseren 
vorangegangenen Versuchen bestatigen (ARPar 1961). 

Danach ist die Minusvariante der im Mittel je Volumeneinheit festgestellten 
Zahl der Kolonien auf Grund der Klonbildung der Keime nach dem Gefrieren nied- 
riger als unter sogenannten normalen Bedingungen der Lebendkeimzah|bestimmung 
auf Agarplatten. Da der Agar wegen seiner hohen Erstarrungstemperatur eme 
gleichmaBige Verteilung der Keime erschwert, ersetzen wir er bei unseren Versuchen 
mit dem Mikrokokken-Stamm durch 15°/, Gelatine. Die tibrige Zusammensetzung 
der verwendeten Nahrbéden blieb die gleiche. 
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Ergebnisse und deren Besprechung 

In den Abb.1 und 2 sind die Ergebnisse unserer Kontrollversuche 
graphisch dargestellt. Sie dienen zur Feststellung der Absterbekinetik der 
Testorganismen unter KilteeinfluB. Aus den Ergebnissen ist auch zu 
entnehmen, in welchem MaBe es uns mit Hilfe von Selektion der Testkeime 
und Anpassung der Arbeitsbedingungen gelungen ist, die Ausgangs- 
kontrollversuche bei G. u. H. zu reproduzieren. Aus der Gegeniiberstel- 
lung der Ergebnisse geht hervor, daB bei Escherichia coli nur hinsichtlich 
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Abb.1 Abb. 2 


Abb. 1. Veriinderungen der Lebendkeimzahl von Escherichia coli unter Kalte bzw. Frosteinflu& 

(Kontrollversuche). Kurven, bei denen die die Temperatur angebende Zahl (in° C) mit einem 

Sternchen versehen ist, geben unsere eigenen Versuchsergebnisse wieder. Jene, deren Zahlen ohne 

Stern sind, zeigen die Ergebnisse von GILLISSENu. HEUSEL. Rechte Ordinate M1 entspricht den 
Versuchsergebnissen bei methodischer Modifikation 1 


Abb. 2. Dasselbe wie in Abb, 1 bei Kontrollversuchen mit Micrococcus pyogenes var. aureus 


der Uberlebensrate bei der Aufbewahrungstemperatur von +4°C ein 
signifikanter Unterschied zu verzeichnen war. Dies insoweit, als wir 
innerhalb von sechs Versuchstagen in keinem der Suspensionen eine 
Zunahme der Lebendkeimzahl feststellen konnten. Vielmehr kam es bei 
unseren Versuchen auch bei +4°C eher zu einer, wenn auch nur wenig 
bedeutsamen Verringerung der Lebendkeimzahl. Bei M. pyogenes 
konnten wir bestatigen, daB diese — wie Kokken im allgemeinen — 
relativ hohe Kryoresistenz besitzen. Damit ist aber keinesfalls zu erklaren, 
daB in gewissen Fallen zwischen dem 1. und 3. Tage der Aufbewahrung 
bei —19°C ein Ansteigen der Keimzahl in Erscheinung tritt. Dies 
ersehen wir aber nicht nur aus Tab.1 bei GrLLIsEN u. HEuSEL, sondern 
mubten es auch des 6ftern bei eigenen Versuchen feststellen (ARPAT 1958, 
1959, 1961). Die einzige annehmbare Erklirung dafiir ist das schon 
angefiihrte Auseinandersprengen der Kokkenverbinde unter Frost- 
wirkung. Auch diese Annahme kann an Hand der Ergebnisse von 
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GILLISEN u. HEUSEL begriindet werden, denn aus ihnen geht hervor, da 
unter den angefiihrten methodischen Bedingungen die Uberlebensrate von 
M. pyogenes bei —19°C hoéher zu liegen kommt als bei —5°C. Diese 
Erscheinung ist keinesfalls durch die Tatsache zu erklaren, daB eine 
erhéhte Gefriergeschwindigkeit den Mikroorganismen weniger schadlich 
ist als langsames Kinfrieren. Unter langsamem Gefrieren versteht man 
in diesem Fall die Anwendung von Temperaturen um —20°C, bei welchen 
noch das Wasser grobkristallinisch ausfriert und starke mechanische 
Schadigungen der Zelle zur Folge hat. Bei —5°C geht die Kisbildung in 
der Zelle sehr langsam vor sich, und die Abtétungsrate ist bei dieser Tem- 
peratur erfahrungsgemaB sehr niedrig (Mazur 1960; Arpat 1961), was 
darauf hinweist, da auch die iibrigen letal wirkenden Faktoren des 
KaAalteeinflusses nur schwach wirken. Dem gegeniiber erfordert das scho- 
nende schnelle Einfrieren ganz tiefe Temperaturen, d.h. —190°C (STILLE 
1950) oder wenigstens — 78°C (Arpat 1959, 1961). 

Es mu also bei der Bestimmung der tatsachlichen Absterbequote 
(Z) mit einer scheinbaren Vermehrung der Kolonienzahl durch Frost- 
sprengung der Zellhaufen gerechnet werden. Die hier angefiihrte Formel 
k6énnte dabei verwendet werden: 
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falls neben der Anfangs- (V,) und Endkeimzahl (V,) auch der Wert 
der Konstante & bekannt ware. Diese ist aber von den spezifischen Higen- 
schaften der Mikrobenart bzw. Zellverbande, von den Gefrierbedingungen 
sowie vom Milieu abhangig. Mit der Berechnung einer solchen Konstante 
fiir gewisse Versuchsbedingungen befassen wir uns im Rahmen einer noch 
nicht druckreifen Arbeit; an dieser Stelle miissen wir uns mit der Fest- 
stellung begniigen, daB k < 1. 

Zu den Kontrollversuchen sei vor allem bemerkt, da bei unseren 
Versuchen fast ausnahmslos ausgepragtere Unterschiede bzw. Absterbe- 
quoten zu verzeichnen waren als in der Arbeit von G. u. H. Inwiefern 
dies den Eigenschaften der Testmikroben und der angewendeten Arbeits- 
weise zuzuschreiben ist, bleibt ungeklirt. Wir nehmen an, daf es wohl an 
der Zusammensetzung der Bouillon liegen wird, da unserer Erfahrung 
nach das Ansteigen der Uberlebensrate proportional zur Konzentration 
der in der Lésung befindlichen Stoffe, insbesondere der Aminoséuren und 
Zucker ist (ARPAI 1960a). Dabei haben gewisse Substanzen dieser Art 
hochwirksame spezifische Schutzwirkungen (ATA u. Stars 1957). 

In Ubereinstimmung mit G. u. H. zeigten auch unsere Kontrollver- 
suche, daB im Laufe von 6 Tagen der Zeitfaktor der Kaltewirkung nicht 
zum Vorschein kommt, d.h. am 6. Tag der Kalteaufbewahrung war 
die festgestellte Kolonienzahl nur unbedeutend kleiner als am 3. Tage. 
14* 
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Zusammenfassend werteten wir die Ergebnisse der Kontrollversuche 
zur Bestimmung des Einflusses tiefer Temperaturen auf die Absterbe- 
kinetik der von uns verwendeten Testorganismen dahin aus, daB eine 
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Abb. 3. Die Wirkung von Pc auf die Lebendkeim- 
zahl von E. coli bei einer Aufbewahrungstem- 
peratur von + 4°C. Kurven, bei denen die die 
Antibioticumkonzentration angebende Zahl (E/ml) 
mit einem Sternchen versehen ist, zeigen unsere 
Versuchsergebnisse an. Jene ohne Stern zeigen die 
Ergebnisse von GILLISSEN u. HEUSEL, K Kontroll- 
werte. Rechte Ordinaten zeigen die Endergebnisse 
der Versuche unter methodischen Modifikationen 


Abb. 5. Die Wirkung von Pe auf die Lebendkeim- 
zahl von FH. coli bei einer Auf bewahrungstem- 
peratur von — 5° ©. Alle Angaben wie in Abb.3 
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Abb. 4. Dasselbe wie in Abb.3 bei Str-EinfluB. 
Zahlen ug/ml 
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Abb. 6. 
Dasselbe wie in Abb.5 beim BEinsatz von Str 


Gegeniiberstellung der mittels unserer Testorganismen erreichten Befunde 


mit denen von G. u. H. tragbar ist. 
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Dieser Annahme entsprachen auch die Ergebnisse unserer weiteren 
Versuche, bei denen wir die Wirkung der Antibiotica unter den urspriing- 
lichen Versuchsbedingungen untersuchten, bzw. diejenigen von G. u. H. 
reproduzierten. Bei Escherichia coli wichen unsere Versuchsergebnisse 
nicht grundsatzlich von denen von G. u. H.ab, wenn wir von dem schon 
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Abb. 7 ; Abb. 8 


Abb. 7. Die Wirkung von Pe auf die Uberlebenszahl von Z. coli bei einer Aufbewahrungstemperatur 
von — 19° C, Alle Angaben wie in Abb.3 


Abb.8. Dasselbe wie in Abb.7 beim Einsatz von Str 


angefiihrten Wachstum bei +4°C absehen. Wir weisen an dieser Stelle 
darauf hin, daB, wie aus den Werten auf Abb.3 fiir Pe und Abb.4 fir 
Str zu ersehen ist, niedrige Antibioticumkonzentrationen bei +4°C 
praktisch wirkungslos sind; selbst das Zwanzigfache der bakterio- 
statischen Dosis iibt keine vollkommene Wirkung aus. Dies entspricht 
der Auffassung, daB ein Absinken der Temperatur eine Erhéhung der 
wirksamen Mindestkonzentration mit sich bringt. Doch wie ist es dann 
zu erklaren, daB bei einem weiteren Herabsetzen der Temperatur auf 
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—5°C, bzw. —19°C selbst subbakteriostatische Antibioticakonzentra- 
tionen einen zusitzlichen Abtétungseffekt ausiiben, wie dies aus den 
Versuchsergebnissen in Abb.5—8 ersichtlich ist? Wir erkléren uns dies 
damit, daB bei der Quellung der Zellen wihrend des Auftauens die aus- 
gefrorene Wassermenge in gewissem Mafie durch die Antibioticum ent- 
haltende Fliissigkeit des Milieus ersetzt wird. Dabei werden die Permea- 
bilitat der Zellwand und die Menge des ausgefrorenen Wassers neben der 
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Abb.9. Versuchsergebnisse mit M. pyogenes unter Pc-Einflu8 bei einer Temperatur von + 4° C. 
Alle Angaben wie in Abb.3 
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Abb. 10. Dasselbe wie in Abb.9 beim Einsatz von Str 


Antibioticumkonzentration und den physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften des Milieus von mafigebender Bedeutung sein. Daher kann bei 
—19°C, was ein relativ starkes Ausfrieren der Zellfeuchtigkeit zur Folge 
hat, mehr Antibioticum von der Zelle aufgenommen werden als bei —5°C. 
Die Uberlebensrate ist auch dementsprechend bei —19°C niedriger als 
bei —5°C, ihre Abhaingigkeit von der Antibioticumkonzentration ist un- 
bestreitbar. Zudem sei noch bemerkt, daB es unter der Einwirkung von 
niedrigen Temperaturen zu einer erhéhten Permeabilitat, ja sogar Durch- 
lassigkeit infolge Beschadigung der Mikrobenzellwinde kommen kann, 
was das Kindringen von Antibiotica erleichtert bzw. ihre tédliche Wirkung 
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steigert. Auf diese Moglichkeit wird auch von G. u. H. im Rahmen ihrer 
Diskussion hingewiesen, und wir tiberzeugten uns experimentell, daB die 
Durchlassigkeit der Mikrobenzellmembranen nach einem Gefrieren bei 
— 18°C jene bei —5° Ciibertrifft (Arpat 1960 b). Auf diese Weise ist auch die 
Wirkung von subbakteriostatischen Antibioticumkonzentrationen erklar- 
bar, indem es in Zellen, die sich beim Auftauen und Quellung in Anti- 
bioticalésungen befinden, zu einem Ansammeln des Wirkstoffes kommen 
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Abb. 11. Versuchsergebnisse mit M. pyogenes unter Pc-Hinflu® bei einer Temperatur von — 5° C- 
Alle Angaben wie in Abb. 3 
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Abb. 12. Dasselbe wie in Abb. 11 beim Hinsatz von Str 


kann. Dies beobachteten wir schon bei Oberflichengeweben von 
akronisiertem Fleisch (ARPAI u. BEHUN 1960b). 

Die Ergebnisse entsprechender Versuche mi M. pyogenes sind in den 
Abb. 9—14 wiedergegeben. Wie schon besprochen, sind Mikrokokken keine 
guten Testorganismen zum Zweck quantitativer Studien. So z. B. kommt 
es wahrend der Versuche von G. u. H. bei Temperaturen von +4°C und 
—19°C auch unter PenicillineinfluB am 3.Tage der Aufbewahrung zu 
einem Ansteigen der Lebendkeimzahl. Diese Erscheinung werten wir 
so wie bei der Kontrolle nur als eine Folge der schon erwahnten Storungs- 
momente und daher nahmen wir bei unseren Versuchen, soweit solche 
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Ergebnisse zum Vorschein traten, diese nicht in das statistische Unter- 
lagenmaterial auf. Von diesem Standpunkt aus gesehen weisen die Ab- 
sterbekurven auf Abb.9 und 13 signifikante Unterschiede gegeniiber 
den Versuchen von G. u. H. auf. Als solehe kann auch noch gelten, daB 
bei unseren Versuchen der Gegensatz zwischen den Befunden an £. coli 
und M. pyogenes nicht so ausgepragt ist wie bei G.u. H. Die festgestellte 
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Abb. 13. Versuchergebnisse mit M. pyogenes unter Pc-Hinflu8 bei einer Temperatur, von — 19°C. 
Alle Angaben wie in Abb.3 


Uberlebensrate von M. pyogenes ist bei unseren Versuchen stets in 
begriindeter bzw. indirekt proportioneller Abhangigkeit von der Héhe der 
Antibioticumkonzentration und der Tiefe der Gefriertemperatur. Auf- 
schluBreich fiir die Erklarung des Wirkungsmechanismus ist, daf im 
Unterschied zur Kontrolle die Uberlebenszahl im Laufe der Kilteauf- 
bewahrung unter AntibioticaeinfluB bedeutend abnimmt. Wir deuten dies 
dahin, daB bei der Kontrolle nur der Denaturierungsproze8 waihrend des 
Gefrierens, beim Antibioticumeinsatz auch das Ma des Ausfrierens des 
Wassers zur Zeit der Aufbewahrung an der Abtétung der Zellen limi- 
tierend beteiligt ist. Es sei noch betont, daB an Hand der Versuchsergeb- 
nisse zwischen der Wirkung von Pc und Str keine grundsiatzlichen Unter- 
schiede zu verzeichnen waren. 

Was die Reproduzierbarkeit der Versuche iiber die der Bestimmung 
von Veranderungen der Antibioticumresistenz bei tiefen Temperaturen 
betrifft, so konnten wir mittels der angefiihrten Methodik die Ergebnisse 
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von G. u. H. bestatigen. Wir konnten unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen keinerlei signifikante Verdnderungen in der Resistenz der 
uberlebenden Keime gegeniiber dem Ausgangsstamm feststellen. Da wir 
aber in bisherigen Arbeiten gewisse selektive Wirkungen von Frost fest- 
gestellt haben (Arpar 1960b) ergibt sich fiir uns die Notwendigkeit, 
diese, wahrscheinlich spezifisch und methodisch bedingten, Widerspriiche 
experimentell weiter zu verfolgen und eventuell gegebenenfalls zu 
klaren. Falls uns dies gelingen sollte, werden wir dariiber noch berichten. 
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Abb.14. Dasselbe wie in Abb.13 beim Einsatz von Str 


Zusammenfassend kann iiber die Ergebnisse des ersten Teils unserer 
Versuche gesagt werden, da es trotz mancher Unterschiede gelungen ist, 
die Versuche von G. u. H. soweit zu reproduzieren, dai hiermit die Vor- 
bedingungen zur weiteren Arbeitsphase erfiillt waren, im Laufe deren wir 
mit Hilfe gezielt modifizierter Methoden einen Beitrag zur Klarung der 
angefiihrten Befunde erbringen wollten. 

Uber die Endergebnisse, welche unter modifizierten Versuchsbedin- 
gungen erreicht wurden, geben die entsprechenden Werte auf den rechts- 
stehenden Ordinaten (M1 = M4) Auskunft. Es ist zu ersehen, da bei 
der unter Modifikation 1 (langsames Auftauen bei 0—2°C) angefiihrten 
Arbeitsmethode eine signifikant erhéhte Uberlebensrate beim Kontroll- 
versuch Abb.1 und 2, rechte Ordinate M1, und ein nicht signifikantes 
Absinken der zusatzlichen Abtétungsquote bei Antibioticazusatz zu 
verzeichnen war (Abb.3 bis 14, rechte Ordinaten M1). 

Die Modifikation 2 (wiederholtes Waschen mit Bouillon) zeigte ein 
Ansteigen der Uberlebensrate mit zunehmender Intensitat bzw. Wieder- 
holung des Waschens. (Angefiihrte Ergebnisse nach fiinfmaligem 


Waschen auf Ordinaten M2.) 
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Wurde die Kaltekette auf alle Arbeitsvorginge ausgedehnt (Versuchs- 
bedingungen Nr. 3), so war gleichfalls ein allgemeines, aber schwaches und 
wenig signifikantes Absinken der baktericiden Wirkung der Antibiotica 
zu beobachten (siehe Ordinaten M3). 

Beim Entfernen der Antibiotica mittels Zusatz von spezifischen 
Inhibitoren zur Waschlosung, wie dies unter den 4. Versuchsbedingungen 
der Fall war, erhdhte sich die Uberlebensrate sprunghaft. Eine Kom- 
bination von vollstaindiger Kaltekette und Inhibitoreneinsatz lieB die 
zusitzliche Abtétung bei Gebrauch von Antibiotica auf eine Zahl 
herabsinken, die gegeniiber der Kontrolle kaum eine signifikante Differenz 
aufweisen konnte (siehe Werte auf den Ordinaten M4). 

Es besteht kein Zweifel dariiber, daB ein Antibioticum enthaltendes 
Milieu eine zusatzliche Abt6tung von Mikroorganismen durch Gefrieren 
bewirkt. Unseres Wissens ist es der Arbeit von GILLISSEN u. HEUSEL 
zu verdanken, dal auf diese Erscheinung aufmerksam gemacht wurde. 
Dies ist von groBer Bedeutung auch fiir die Praxis, wo Antibiotica in 
Verbindung mit tiefen Temperaturen appliziert werden. Es ist aber nach 
unserem Erachten nicht richtig, von einer Antibioticawirkung bei tiefen 
Temperaturen zu sprechen, da das Antibioticum eventuell schon vor 
dem Gefrieren, vor allem aber nach dem Auftauen, d.h. zur Zeit einer 
Stoffwechselaktivitaét der Mikroben seinen EinfluB ausiibt. Zu dieser 
Ansicht gelangten wir auf Grund folgender Analyse unserer Versuchs- 
ergebnisse : 

Bei Modifikation 1 erklart sich die signifikant erhéhte Uberlebensrate 
beim Kontrollversuch dadurch, daB beim langsamen Auftauen die Kollo- 
ide in die urspriingliche Wasserverbindung eingehen kénnen, so dab 
letalwirkende micellare Verlagerungen und Zerst6rungen vermieden 
werden, wie dies schon STrnLe (1950) anfiihrte. Bei Antibioticazusatz 
entspricht die schwache abtétende Wirkung unserer Vorstellung insofern, 
als ein schonendes Auftauen keine ausgepragte Permeabilitaétserhéhung 
oder Membranenbeschaidigung bewirkt und daher nur ein schwaches 
Eindringen von Antibioticum in die Zelle erméglicht. Langsames Auf- 
tauen ist aber mit einer ausgiebigen Quellung verbunden, die wieder in 
gewissem Mabe die Antibioticaaufnahme unterstiitzt. Aus der Addition 
dieser Faktoren ergibt sich ein nicht ganz einheitliches, nicht signifikantes 
Absinken der zusitzlichen Abt6tungsquote. 

Bei Modifikation 2 steht das Ansteigen der Uberlebensrate in klarem 
Zusammenhang mit der Entfernung des auf der Zelloberfliche adsor- 
bierten Antibioticums. Zweifellos kann aber lediglich durch Waschen die 
Wirkung der Antibiotica nicht véllig aufgehoben werden, besonders des 
Teils, welcher in die Zelle eingedrungen war. 

Bei Modifikation 3 ist ein schwaches Absinken der baktericiden 
Wirkung der Antibiotica vor allem dadurch zu erkliren, da® ihre 
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Wirkung durch die Kaltekette wahrend des Arbeitsvorganges der Ver- 
suche, d.h. vor und nach dem Gefrieren unterbunden wird. Dieser Faktor 
kommt desto weniger zum Vorschein, je schneller gearbeitet wird. 

Mittels Modifikation 4 wurde der Beweis erbracht, daB die Anti- 
bioticawirkung nach dem Auftauen erfolgt, denn falls die Inaktivierung 
in dieser Phase stattfindet, ist die zusatzliche Abtotung unbedeutend. Es 
zeigt sich, daB der spezifische Inaktivator, nicht bloB zur Waschfliissigkeit 
sondern auch zur Verdiinnungsfliissigkeit und dem Nahrboden hinzu- 
gesetzt, einen HinfluB8 auf die Uberlebensrate ausiibt. 

Interessanter scheint noch die Frage, wie es zu erklaren ist, daB M. 
pyogenes durch die gleichen Umstiinde verhaltnismaBig weniger beein- 
flu8t wurde. Bei der Beantwortung sei darauf hingewiesen, daB Kokken 
bekanntlich als kryoresistent gelten, was neben anderem durch das Ober- 
flache : Volumen-Verhaltnis erklart werden kann (ARPAI 1959, 1961). Die 
Kugelform erméglicht es der Zelle, gegeniiber verschiedenartigen Be- 
schadigungsfaktoren standzuhalten, so z.B. den Wasserverlust durch 
Ausfrieren auf ein MindestmaB zu senken. Dem entsprechend ist auch 
die Antibioticumaufnahme wahrend der Quellung nur gering und deren 
Wirkung schwach. 

Es wiirde den Rahmen dieser Arbeit iibersteigen, wollten wir die 
vielseitigen Mechanismen der Kaltebeschaidigung und Kalteresistenz mit 
den experimentellen Befunden der Antibioticawirkung in Verbindung 
bringen. Wir haben daher nur auf jene hingewiesen, die wir als ausschlag- 
gebend betrachteten. AbschlieBend sei bemerkt, dab die angefiihrten 
Versuchsergebnisse die Erkenntnis von StTrLLE (1950) bestatigen, daB 
namlich bestimmte Substanzen in Mengen, die an und fiir sich normaler- 
weise die Lebensfahigkeit der Mikroorganismen durchaus nicht beein- 
trachtigen, in Aufschwemmungen beim Einfrieren die Uberlebensquote 
erheblich herabsetzen. 


Zusammenfassung 

Es wurde der Einflu8 von Penicillin und Streptomycin auf das 
Absterben von £. coli und M. pyogenes unter Kaltewirkung untersucht 
und mittels spezifischer Inaktivation der Antibiotica wahrend des Auf- 
tauens bewiesen, daf® deren zusatzliche baktericide Wirkung nicht in der 
Frostperiode, sondern erst beim Auftauen einsetzt. Die Abhangigkeit der 
zusaitzlichen Abtétung von der Gefriertemperatur und Antibioticum- 
konzentration wird mit dem Maf des ausgefrorenen Zellwassers, bzw. der 
aufgesaugten Antibioticamenge wahrend der Quellung erklart. Hinige 
auf die Ergebnisse quantitativer Studien des Kaltetodes von Mikroben 
sich stérend auswirkende Erscheinungen, insbesondere das durch Kis- 
bildung eingeleitete Auseinandersprengen der Zellverbinde werden 
erlautert. 
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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitit Gottingen 


Untersuchungen tiber Tannase bei Aspergillus niger * 


Von 
MARIA LIPPITSCH 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 20. Januar 1961) 


1786 entdeckte ScurEtr, daB auf gerbstoffhaltigen Nahrbéden 
gewachsene Schimmelpilze aus Tannin Gallussiure abspalten. Die 
Ursache ist auf Enzyme zuriickzufiihren, iiber deren Aufbau, Wirkungs- 
weise und Klassifizierung damals noch wenig bekannt war. Seit Wort- 
MANN (1882) spricht man von einer fermentativen Anpassung der Mikro- 
organismen an ein neues Nahrsubstrat. VirTANEN und KarstrR6m (1930, 
1931, 1938, 1944 und 1948), die man als die Entdecker der enzymatischen 
Adaptation ansieht, fiihren die Ausdriicke ,,konstitutives‘‘ und ,,adap- 
tives‘ Ferment ein. 

RiprEt u. KESELING (1930) untersuchten, welche Mikroorganismen 
auf Tannin als Kohlenstoffquelle lebensfaihig sind. Alle Pilze auBer 
Aspergillus und Penicillium werden im Wachstum gehemmt, ebenso die 
Hefen und Bakterien. Aspergillus niger zeichnet sich von anderen Pilzen 
dadurch aus, da er sehr hohe Konzentrationen von Tannin als einzige 
Kohlenstoffquelle zu verwerten vermag (Rippet 1940). Die Tannase, das 
Tannin-spaltende Enzym, scheint ein ausgesprochen adaptives Enzym 
zu sein, das von fertigen, auf Glucose vorgezogenen Myceldecken inner- 
halb weniger Stunden gebildet wird (RippEL u. KesELING 1930). 

FREUDENBERG wu. Mitarb. (1927) gewannen wirksame Tannase- 
-extrakte aus Aspergillus niger-Mycel. DycKERHOFF u. ARMBRUSTER 
(1933) studierten das Wirkungsvermégen der Tannase, und TOTH u. 
Barsony (1942) versuchten, das Enzym an Aluminiumoxyd zu isolieren. 

Da sonst kaum Untersuchungen iiber Tannase vorliegen, sollten 
eingehende Versuche Auskunft iiber die adaptive Bildung der Tannase 
_geben. Die Abhangigkeit der Enzymbildung und -aktivitét von der 
Stickstoffquelle, von Spurenelementen, von verschiedenen Induktoren 
und den Beziehungen zu anderen Fermenten waren von Interesse. Die 
Isolierung des Enzyms, die Untersuchung der freien Aminosdéuren und 
deren EinfluB auf die Bildung der Tannase wurden weiterhin untersucht. 


* Auszug aus der gleichlautenden Dissertation der mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultét der Universitat Géttingen, 1960. — Jetzige Adresse: Frau 
Dr. M. Roos, Frankfurt/M.-Zeilsheim, Pflugspfad 52. 
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Methodik 


Als Versuchsobjekt diente Aspergillus niger, Institutsstamm Nr. 4400. Er 
zeichnete sich durch iippigstes Wachstum und dabei niedrige Saurebildung gegen- 
iiber anderen Stammen aus. Zur Mycelvorziichtung fiir Adaptationsversuche wurde 
folgende Nahrlésung verwendet: 2°/, Glucose; 0,5°/) (NH4)2SO,; 0,2°/, KH,PO,; 
0,05°/) MgSO,; pu-Wert 6,5. 

Die Adaptationsnahrlésung hatte folgende Zusammensetzung: spezifischer 
Induktor zur Adaptation (z. B. Tannin oder Gallussaure) ; Stickstoffquelle (anorga- 
nische oder organische N- Quelle); m/15 KH,PO, als Puffer (pp-Wert 4,5). 

Das Mycel wurde auf 100 ml Nahrlésung in 11 Kolben kultiviert. Sterilisiert 
wurde bei 1,2 atii 20 min lang. Zur Beimpfung diente eine reproduzierbare Sporen- 
suspension in 0,1°/,iger Polyvinylalkohollésung zwecks Erreichung einer gleich- 
maBigen Verteilung. Das Wachstum erfolgte bei 30°C auf einer Schiittelmaschine. 
Die Wachstumskurve wurde durch Bestimmung des Myceltrockengewichtes tiber 
5—6 Tage an mehreren Proben reproduzierbar erhalten. Die Trocknung des Mycels 
erfolgte bei 70°C tiber 24 Std. 

Das 3 Tage vorgeziichtete Mycel (am Ende der logarithmischen Wachstumsphase) 
wurde von der Glucosenahrlésung abzentrifugiert und nach reichlichem Waschen 
auf die Adaptationsnahrlésung gebracht. Die Adaptation wurde iiber 12 Std auf 
Grund von Messungen der Enzymaktivitat verfolgt. 


Bestimmung verschiedener Fermentaktivitaten 


Die Reinigung der Enzympraparate wurde durch Fallung des Enzyms mit einer 
Aceton-Ather-Mischung nach DycCKERHOFF u. ARMBRUSTER (1933) bei 0°C aus 
einer waBrigen Lésung von Zellinhaltstoffen, die durch Zellysis mit Toluol gewonnen 
wurde, hergestellt. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde in wenig Wasser (10 ml) 
wieder aufgenommen und abermals mit Aceton und Ather gefallt. Nach dreimaligem 
Wiederholen des Arbeitsganges lag eine sehr angereicherte Enzymlésung vor, mit 
der alle Versuche (Papierelektrophorese, Warburg-Versuche) durchgefiihrt wurden. 

Die Bestimmung der Tannaseaktivitaét wurde von FREUDENBERG eingehend 
bearbeitet. Sie beruht im wesentlichen auf der enzymatischen Spaltung von Gallus- 
siureestern. Die frei werdende Gallussiure kann titrimetrisch gut bestimmt 
werden. Verwendet wurde m/50 Gallussiuremethylester. Eine weitere Bestimmung 
der Tannaseaktivitét wurde mit Hilfe der Warburg-Apparatur durchgefiihrt. Die 
freiwerdende Gallussiure setzt aus einer Natriumbicarbonatlésung CO, in Freiheit, 
die den Druck der schon vorhandenen CO,-Atmosphiare erhéht, und somit kann auf 
Grund der Druckdifferenz auf die Enzymaktivitaét geschlossen werden. Beide 
Methoden fiihrten zu gleichen Ergebnissen. 

Zur Bestimmung der Esteraseaktivitat wurde m/50 Phenylacetat als Spalt- 
substrat zugesetzt. Die freigewordene Essigsiiure wurde titrimetrisch mit Brom- 
thymolblau als Indicator erfaSt. Kine Titration des Phenols ist bei dem Umschlags- 
punkt von py 7 ausgeschlossen. 

Die Bestimmung der Saccharaseaktivitét wurde an der Spaltung einer Rohr- 
zuckerlésung nach HOFMANN u. SEEGERER (1951) gemessen. Sie beruht auf der 
Spaltung von Rohrzucker in die Monosaccharide, die ihrerseits durch Reduktion von 
Fehlingscher Lésung jodometrisch bestimmt wurden. 

Zur Anreicherung der Tannase wurden Submerskulturen von Aspergillus niger 
verwendet. Die Nahrlésung wurde mit 5 Tage alten Sporen geimpft. Nach 4tagigem 
Wachstum erntete man die Kulturen. Das gewaschene und mit Quarzsand zer- 
riebene Mycel wurde 24 Std unter Schiitteln mit Toluol lysiert (nach Bunzmur 1953). 
Die anschlieBende Gewinnung und Reinigung des Enzymextraktes wurde nach 
FREUDENBERG u. Mitarb. (1927) sowie DycKERHOFF u. ARMBRUSTER (1953) bei 
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0°C durchgefiihrt. Andere gebrauchliche Anreicherungsmethoden der Enzyme 
waren nicht so ergiebig. 


Elektrophoretische Trennung von Tannase und Esterase 


Ein nach FREUDENBERG angereicherter Enzymextrakt wurde zur_papier- 
elektrophoretischen Trennung der Tannase von Esterase verwendet. Ein Phosphat- 
puffer vom px-Wert 7,7 erwies sich bei 110 Volt und 2mAmp iiber 16 Std in einem 
LKB-Gerat als guter Leiter. 

Die Entwicklung der Elektrophoresestreifen erfolgte auf Agarschalen mit dem 
jeweiligen Testsubstrat (m/50 Gallussiuremethylester fiir Tannase, Phenlyacetat 
fiir Esterase) und Bromthymolblau als Indicator bei einem schwachen Phosphat- 
puffer vom py-Wert 7 in 10 Std bei 30°C. Ein Farbumschlag von Blau nach Gelb 
zeigte das jeweilige Enzym an. 

Mit Hilfe der Papierelektrophorese erfolgte erstmals die Trennung der Tannase 
von der Esterase aus einem Enzymextrakt. Beide Enzyme wanderten zur Anode 
hin, jedoch mit verschiedenen Geschwindigkeiten, so da nach langerer Zeit die 
Esterase etwa doppelt so weit wie Tannase von der Auftragslinie war. Beide Enzyme 
wurden auf dem Elektrophoresestreifen mit Hilfe ihrer spezifischen Substrate nach- 
gewiesen. Damit ist die Trennung und Isolierung der Tannase prinzipiell méglich. 


Herstellung von spurenelementfreien Ndhrlésungen 
Die Substanzen zur Herstellung der Nahrlésungen wurden einzeln in Lésungen 
mit 8-oxychinolinhaltigem Chloroform bzw. mit Calciumcarbonat von Spuren- 
elementen befreit. Es wurde mit Ather zur Entfernung der oxinhaltigen Chloroform- 
lésung nachgewaschen. 


Papierchromatographie der Aminosiuren 

Zur Gewinnung der freien Aminosduren wurde das gut gewaschene Mycel mit 
75°/,igem Athanol am RiickfluBkiihler dreimal extrahiert. Die vereinigten Alkohol- 
extrakte wurden eingeengt, mit Chloroform und Ather zur Entfernung von Fetten 
und Farbstoffen behandelt. Zur Gewinnung der Hydrolysataminosaéuren wurde das 
extrahierte Mycel getrocknet und anschlieBend mit 6 n HCl bei 100°C im Bomben- 
rohr 24 Std hydrolysiert. Nach der Hydrolyse erfolgte die Aufarbeitung fiir die 
Papierchromatographie in bekannter Weise. 

Die Papierchromatographie wurde zweidimensional in folgenden Loésungs- 
mittelsystemen durchgefiihrt: 1. Butanol: Hisessig: Wasser = 40:10:50; 2. «-Picolin: 
Hisessig: Wasser = 75:2:23. — Papier: Schl. & Sch. 2043b Mgl. Methode: Auf- 
steigend. Entwicklung: Ninhydrin (10 min bei 100°C im Trockenschrank). 


Experimenteller Teil 
Wachstumsverlauf auf Tannin 
Aspergillus niger und wenige andere Pilze vermégen Tannin als 
einzige Kohlenstoffquelle zu verwerten. Nach RippEL u. KESELING 
(1930) war eine Konzentration von 2°/, Tannin fir Aspergillus-Kulturen 
giinstig. In eigenen Wachstumsversuchen wurde Aspergillus niger in 
Submers-Kulturen (2°/, Tannin) geziichtet. Die Wachtsumsperiode wurde 
an Hand des Mycelgewichts iiber Tage verfolgt. AuBerdem wurden der 


pu-Wert und die Gallussiureabnahme der Nahrlésung gemessen (Abb. 1). 
15* 
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Die Wachstumskurve erreicht nach 3,5—4 Tagen ihr Maximum 
(stationire Phase). Die Verzdgerungsphase betragt 12 Std, wihrend die 
logarithmische Phase etwa 2,5 Tage bendtigt. Der py- Wert der Ausgangs- 
nahrlésung liegt bei 6,5, sinkt wihrend der Verzégerungsphase auf 3,4 
ab und fallt dann langsam bis zum 


100 : -~_| 4.Tage auf den Wert von 3. Nach 
% g Erreichen der stationéren Phase steigt 
GAR der py-Wert auf 4 an. Die Gallusséure- 
sors ih abnahme setzt erst nach der Verzége- 
=e rungsphase ein und fallt bis auf den 
od fee ae Wert 0 iiber die Zeit von einer Wachs- 
20 tumsperiode. Aus diesen Werten kann 
7 man ersehen, da eine starke Saurezu- 

0 


0 7. @  # ¥lages nahme wahrend der Wachstumsperiode 

Abb.1. Wachstumskurve und pa-Werte  Stattfindet, die nur zum Teil durch die 

der Nahrlésung von Aspergillus niger frejiwerdende Gallussaure des Tannins 

auf 2°/) Tannin. (Maximales Mycelgewicht 5 ee 

510 mg/100 ml Nahrlésung) erklart werden kann und im iibrigen auf 

die bei der Verarbeitung des Ammon- 

sulfats freiwerdende Schwefelsdure zuriickzufiihren ist. Die freiwer- 

dende Gallussiure dient ebenfalls als Kohlenstoffquelle, ersichtlich 
an der Abnahme der freien Gallussiure in der Nahrlésung. 


Die enzymatische Adaptation 


Die Methode von FREuDENBERG wurde zur Bestimmung der Tannase 
beibehalten, da auf Grund bisheriger Erfahrungen Genauigkeit, Repro- 
duzierbarkeit und Spezifitaét mit keiner anderen Bestimmung erhéht 
werden konnte. Die Anfangsaktivitét wurde mit Hilfe der Warburg- 
Apparatur gemessen. Fiir die Messung eines adaptiven Enzyms sind 
grundsatzlich zwei Methoden méglich: 1. Messung der Enzymaktivitat 
wahrend des normalen Wachstums. 2. Vorziichtung des Mycels auf 
normalem Nahrboden, anschlieBende Ubertragung auf den spezifischen 
Induktor und Messung des gebildeten Enzyms. Die letztere Methode 
wurde gewahlt, da das Wachstum bei der Messung storte. 

Befreit man das vorgeziichtete Mycel von der Glucosenahrlésung 
durch Waschen mittels einer Zentrifuge und inkubiert es in der ste- 
rilen Induktorlésung (Tannin), so wird von Aspergillus niger ein Enzym 
adaptiv gebildet, das die Verbindung Tannin in seine Einzelverbindungen 
(Gallusséure, m-Digallussiiure und Glucose) zerlegt. Dieses Enzym bzw. 
dieser Enzymkomplex wird nach seinem Substrat Tannase benannt. Die 
Aktivitat der Tannase wurde bei Adaptation auf 2°/,iger Tanninlésung 
iiber 10 Std gemessen. Der Anstieg der Aktivitat ist aus Abb.2 ersicht- 
lich. Das auf Glucose vorgeziichtete Mycel von Aspergillus niger wurde 
am Ende der logarithmischen Wachstumsphase adaptiert. Die Adapta- 
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tionskurve verlief exponential, ohne da8 ein Wachstum oder eine Zell- 
vermehrung eingetreten war. Der exponentielle Kurvenverlauf der 
Tannaseaktivitét wurde auch bei anderen Induktoren wie z.B. Gallus- 
sdure, m-Digallussaure, Gallussiuremethylester, -propylester und Che- 
bulinséure gefunden. Bei Stoffen, deren chemische Konstitution von der 
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Abb.4. Aktivitaét der Tannase und Esterase, Adaptation auf 2°/,iger Glucosenahrlésung. © 
Esterase: Aktivitét in mg Essigsiure/g Mycel, x x = Tannase: Aktivitat in mg Gallussiure/g 
Mycel 


Abb.5. Aktivitait der Saccharase, Adaptation von Aspergillus niger auf verschiedenen Substraten 


der Gallusséure abwichen, wie Pyrogallol, Phloroglucin und andere, 
wurde keine Enzymaktivitat (Tannase) festgestellt. 

Abb.3 zeigt die Tannaseaktivitéat von Aspergillus niger auf 2°/,iger 
Gallusséurelésung. Der Kurvenverlauf ist exponential, jedoch, im Ver- 
gleich zur Adaptation auf Tannin, mit etwas steilerem Anstieg zu 
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Beginn der Kurve. Auf Grund der experimentellen Ergebnisse ist ersicht- 
lich, da fiir die adaptive Bildung der Tannase das Molekiil Gallussdure 
als Induktor entscheidend ist. 

Die adaptive Bildung von Tannase auf Tannin im Vergleich zur nicht- 
adaptiven Bildung von Esterase auf Glucose und Tannin und von 
Saccharase auf Rohrzucker, Glucose und Tannin sind in den Abb.2, 4 
und 5 ersichtlich. Aus dem Vergleich der genannten drei Abbildungen ist 
zu ersehen, daB die nicht adaptiven Enzyme Esterase und Saccharase 
auch auf Tannin eine beachtliche Aktivitat besitzen, wenn auch nicht so 
stark wie auf ihren spezifischen Substraten Glucose und Rohrzucker. 
Die Aktivitat des adaptiven Enzyms Tannase dagegen ist auf Glucose 
und Rohrzucker unmeBbar klein. 


EinfluB von verschiedenen N-Quellen 


Die enzymatische Adaptation stellt eine Neusynthese von Ferment- 
eiweiB dar. Bei verschiedenen Organismen geniigen bereits endogene 
Stickstoffreserven fiir die Bildung adaptiver Fermente. Bei Pilzen 
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shh Abb.6. Aktivitiit der Tannase, Adaptation ohne N- Quelle 
Abb.7. Aktivitiit der Tannase, Adaptation mit verschiedenen N-Quellen. 1 Caseinhydrolysat; 
2 (NH,).S0,; 3 KNO; 


Es wurde in Versuchen gefunden, daB bei Aspergillus niger nur dann 
eine induzierte Biosynthese der Tannase méglich ist, wenn die Adapta- 
tionsnihrlésung eine N- Quelle enthalt. Die Tannaseaktivitat von Asper- 
gillus niger auf einem Substrat ohne N- Quelle ist aus Abb.6 ersichtlich. 

Ausschlaggebend fiir die Enzymaktivitat ist auch, in welcher che- 
mischen Bindung der Stickstoff der Nahrlésung dem Mikroorganismus 
bei Adaptation angeboten wird. Es wurde untersucht, inwieweit ver- 
schiedene N-Quellen auf die Geschwindigkeit und das Ausma® der 
Enzymbildung von KinfluB sind. Als Stickstoffquellen wurden folgende 
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Verbindungen der Substratlésung zugegeben: Ammonsulfat, Kalium- 
nitrat, Caseinhydrolysat und Glutaminsaure. Die Tannaseaktivitat (in 
Milligramm gespaltener Gallussiure/g Mycel) wurde iiber 10 Std bei 
verschiedenen N-Quellen in Abb.7 dargestellt. Aspergillus niger ver- 
wertet sowohl organische als auch anorganische Stickstoffquellen. Orga- 
nisch gebundener Stickstoff jedoch erhéht die Enzymaktivitit betracht- 
lich. Ammonsulfat wiederum ist eine bessere Stickstoffquelle als Kalium- 
nitrat, da offenbar der Stickstoff bereits in reduzierter Form vorliegt und 
keine Energie zur Nitratreduktion verbraucht wird. Von der Konzen- 
tration der N- Quellen ist die Zunahme der Enzymaktivitat nicht nennens- 
wert abhangig. Die Adaptationsfahigkeit des Mikroorganismus wurde 
stark durch die in Caseinhydrolysat vorhandenen Aminosauren erhoht, 
wobei die Glutaminsaure wesentlich beteiligt ist. Der Versuch mit reiner 
Glutaminsaure als N- Quelle ergab 90°/, an Aktivitét, von der Aktivitat 
des Enzyms bei Caseinhydrolysat-Gabe. Aus Abb.6 und 7 ist zu ent- 
nehmen, da} eine exogene Stickstoffquelle fiir die Adaptation von Asper- 
gillus niger auf Tannin zur Bildung von Tannase notwendig ist. 


Aminosduren 


HALVERSON u. SPIEGELMANN (1953) stellten fest, daB der Grad der 
enzymatischen Adaptation bei Hefezellen von der Menge der freien 
Aminosauren in den Zellen abhangig ist. Um den Stickstoff- bzw. 
Aminosaéureumsatz und dessen Bedeutung an Komponenten bei Asper- 
gillus niger zu erfassen, wurden chromatographische Untersuchungen der 
Aminosauren durchgefiihrt. Wie schon aus oben angefiihrten Versuchen 
mit verschiedenen Stickstoffquellen wahrend der Adaptation hervor- 
geht, war die Bildung der Tannase gering, wenn eine Stickstoffquelle in 
der Adaptationsnahrlésung fehlte. Infolgedessen reichen die inneren 
Stickstoffreserven fiir maximale Tannasebildung nicht aus. Ohne von 
auBen zugefiihrten Stickstoff wihrend der Anpassung fehlen maximale 
Enzymbildung und folglich auch gréBere Veranderungen an freien 
Aminosauren im Mycel. 

Die Untersuchungen an Aminoséuren wahrend der Tanninadaptation 
beschrankten sich auf die Bestimmung der freien und der Hydrolysat- 
aminosduren aus dem Mycel. In der Adaptationszeit von 10 Std wurden 
keine meBbaren Mengen an Aminosauren in der Kulturlosung festgestellt. 
Die Aminosdéuren im Mycel wurden parallel zur Kurve in Abb.2 iiber 
2—10 Std halbquantitativ mit Hilfe der Papierchromatographie auf 
Grund der logarithmischen Beziehung der FleckengroBe zur Menge der 
Aminosauren (LEDERER) bestimmt. Die Ergebnisse sind fiir die Adapta- 
tionszeit 2 und 10 Std aus Tab.1 ersichtlich. Es sollen nur Ergebnisse 
Erwahnung finden, die auf Grund der Fleckengréfe der halbquanti- 
tativen Papierchromatographie sich deutlich unterscheiden. 
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In den Fraktionen der freien Aminosauren des auf Tannin gezogenen 
Mycels wurden neben den iiblichen Aminoséuren wie Glutaminsaure, 
Asparaginsaure, Glykokoll, Serin, Threonin, «-Alanin, 6-Alanin, Arginin, 
Lysin, Tyrosin und wenig y-Aminobuttersdure (daher in Tab. 1 nicht mit 


Tabelle 1 


freie Amino- freie Amino- Hydrolysat- Hydrolysat- 


siuren siuren aminoséuren aminoséiuren 
auf Tannin auf Glucose auf Tannin auf Glucose 
. - in y/g Mycel in y/g Mycel in y/g Mycel in y/g Mycel 
Aminosauren nach Adaptation|nach Adaptation J nach Adaptation] nach Adaptation 
von von von 


2 Std 2Std | 10Std] 2Std | 10Std 

Cystin (-++ Unbek.) 930 |1330 | 300 | 300 110 | 160 80 | 100 
Cysteinsaéure = — 40 50 40 | 100 — — 
Lysin > 125 | 790 50 60 310 | 600 | 200 | 290 
Arginin 50 | 110 50 80 80 | 100 80 | 100 
Asparaginsaure 20° | 11055; 100) 130 680 | 710 | 400 | 500 
Glutaminsaure 315 | 450 | 250 | 400 410 | 980 | 400 | 400 
o-Alanin 125 | 260 | 130 | 180 200 | 400 | 200 | 310 
f-Alanin 30 80 20 30 40 50 | 180 | 200 
Glykokoll 790 | 480 | 550 | 400 290 | 760 | 350 | 400 
Serin — | 120 -- 70 250 | 750 | 450 | 450 
Threonin _ 50 — 60 100 | 310 | 200 | 230 
Prolin — 80 20 30 40 90 |; 100 | 120 
Phenylalanin 40 80 — -- 50 | 100 40 50 
Leucin 100 | 110 80 80 200 | 210 | 200 | 210 
Tyrosin _ 30 — -- 60 50 40 50 
Hexosamin — — 180 | 200 160 | 680 | 400 | 450 
Histidin -- -- _ -- 30 40 50 60 
y-Aminobuttersiure — — | 250 | 350 — — — — 
Valin 65 | 140 | 100 | 100 130 | 210 | 150 | 150 
Ninhydrin pos. 

Substanzen(Unbek.)f P, Peas — (ey, srs Ge | 2 P, 


Zahlen ausgedriickt) noch sechs unbekannte ninhydrin-positive Substan- 
zen gefunden. 

In den Hydrolysataminosiuren des an Tannin adaptierten Mycels 
wurden aufer den eben genannten Verbindungen noch Histidin, Cystein- 
sdure, Hexosamin und weitere vier unbekannte Ninhydrinpositiva 
nachgewiesen. 

Bei halbquantitativen Messungen (Tab. 1) der freien Aminosauren des 
Mycels wahrend der Adaptation auf Tannin wurde festgestellt, da® Glut- 
aminsiure, Glykokoll, Cystin +- Unbekannte! und die unbekannte 
Verbindung P, in gréBerer Menge vorliegen. Bei Glykokoll fallt die 


1Hs handelt sich um eine unbekannte ninhydrinpositive Substanz von gleichem 
Ry-Wert wie Cystin. Der hohe Wert kann also nicht fiir Cystin gelten. 
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Konzentration waihrend der Adaptationszeit von 10 Std ab. Die Menge 
an Arginin, Asparaginsiure, «-Alanin, Prolin, Valin und Lysin ist wesent- 
lich geringer, steigt jedoch stark in ihren Konzentrationen iiber die Zeit 
der enzymatischen Anpassung. 

Bei den Hydrolysataminosiuren auf Tannin steigt die Menge von 
Glutaminsiure, Asparaginséure, «-Alanin, Glykokoll, Serin, Lysin, 
Hexosamin und P,, waihrend der Versuchszeit stark an (Tab. 1). 

Zusammenfassend ist folgendes zu bemerken: Asparaginsiure ist viel 
in Proteinen (Hydrolysataminosauren), aber verhaltnismafig gering 
als freie Aminosiure in der Zelle vorhanden. Glutaminsaure ist besonders 
stark am Aufbau von Proteinen beteiligt; dies ist daraus zu ersehen: die 
Zelle betreibt eine erhéhte Produktion an Glutaminsiure wahrend der 
Adaptationszeit. Die Konzentration der freien Saure im Mycel bleibt in 
dieser Zeit fast konstant, als Hydrolysataminosiure steigt jedoch die 
Glutaminsiure wahrend der zehnstiindigen Tanninadaptation von 
410—980 an. Ahnliches Verhalten zeigen «-Alanin, Threonin und Serin. 
An Glykokoll wird fiir die Fermentsynthese so viel verbraucht, daB trotz 
ablaufenden Stoffwechsels die Konzentration an freiem Glykokoll 
wahrend der 10 Std Versuchsperiode absinkt. 

Als Kontrollversuch wurde an Stelle von Tannin Glucose als Induktor 
der Adaptationsnahrlésung verwendet (Tab. 1). Vergleicht man die Chro- 
matogramme der freien und der gebundenen Aminosauren der Adapta- 
tionsversuche auf Tannin und auf Glucose, so lift sich allgemein fest- 
stellen: 

y-Aminobuttersiure wurde im Kontrollversuch als freie Aminosaure 
in betrachtlicher Menge im Mycel gefunden, dagegen sehr gering in 
Proteinen. Im Kontrollversuch wurden, auBer Punkt 1, keine unbekann- 
ten, ninhydrinpositiven Verbindungen festgestellt. Auf Grund der 
Chromatogramme wurde zum Aufbau der Enzmye wahrend der Adapta- 
tion auf Tannin Glykokoll, Glutaminsiure, Asparaginsdure, Serin, 
Lysin und P,, besonders viel verwertet, weniger dagegen «-Alanin, 
Threonin und Glucosamin und einige weitere unbekannte ninhydrin- 
positive Verbindungen. Daraus 1aBt sich eine erhéhte Tannasebildung 
wahrend der Adaptation auf Tannin bei Verabfolgung von organischen 
Stickstoffquellen, wie Glutaminséure und Caseinhydrolysat erklaren. 
Dem Pilz wird nach den Ergebnissen der Papierchromatographie ein 
fertiger Baustein der Proteine und Enzyme angeboten. Naheres ist aus 
Tab. 1 zu ersehen. 


Der EinfluB von Spurenelementen auf die Enzymaktivitat 
In zahlreichen Arbeiten wird der EinfluB von Spurenelementen, das 
Wachstum, die Farbstoffbildung, der Stoffwechsel und die Anhaufung 
einzelner Stoffwechselprodukte beschrieben. In letzter Zeit wurde 
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eingehend die Wirkung von Spurenelementen auf die Fermentaktivitat und 
-bildung untersucht. Rosst u. SCANDERLARI (1933) berichten iiber eine 
Erhéhung der Saccharaseaktivitaét bei Aspergillus niger durch Zugabe 
von Mangan, Zink und Magnesium. Hormann u. Mitarb. (1949) fanden 
dagegen verstarkte Bildung von Saccharase durch Manganmangel bei 
Aspergillus niger und Aspergillus orycae. GoRBACH u. Mitarb. (1955) 
beobachteten eine starke Saccharasebildung bei Aspergillus niger durch 


Tabelle 2. 
Wirkung von Spurenelementen 
auf die Enzymaktivitat 


Enzymaktivitat 


Zink und Kupfer. Ein EinfluB von Spuren- 
elementen auf die Tannaseaktivitat bei 
Aspergillus niger war daher zu erwarten 
und wurde eingehend untersucht. Die 


Spr paered mg gespaltene | Adaptationsnahrlésung wurde nach Gor- 
Lésung Shee BACH u. Kocu (1955) mit 8-Oxychinolin 

In io in Chloroform von Spurenelementen ge- 
Fe 330 reinigt. In der spurenelementfreien Adap- 
Cu 130 tationslésung wurde nach zehnstiindiger 
Zn + Fe 420 Anpassung eine Tannaseaktivitat von 105 
Zn + Cu 110 (in Milligramm gespaltener Gallussaure/g 
a : Ma BO ne Mycel) gegeniiber einer Aktivitat von 510 
ohne Spuren- bei normalen Adaptationsversuchen ge- 
elemente 105 messen. Auf Grund dieser Ergebnisse 
mit Spuren- wurden zur spurenelementfreien Adapta- 
gaia oh Pi, tionsnahrlosung einzelne bestimmte Metall- 


ionen zugegeben, um die Elemente, die 
eine Steigerung der Aktivitaét hervorrufen, zu bestimmen. Tab.2 ver- 
anschaulicht diese Untersuchungen. 

Die Kinwirkung der einzelnen Spurenelemente in verschiedenen 
Konzentrationen ergab keine wesentliche Anderung der Versuchsergeb- 
nisse, jedoch wirkten erhéhte Zinkkonzentrationen hemmend auf die 
Enzymaktivitat. 

Am Aufbau der Tannase sind entweder Reaktionen beteiligt, die 
Spurenelemente als Co-Faktoren benétigen, oder es erfolgt Einbau von 
Metallionen in das Enzym. Die geringe Enzymaktivitat bei dem spuren- 
elementfreien Adaptationsversuch beruht offenbar auf dem Reservoir an 
Schwermetallionen im Zellinneren, denn es findet kein Wachstum von 
Aspergillus niger ohne Spurenelemente statt. 

Die Kombination von Zink, Kupfer und Eisen als Zugabe zur metall- 
ionenfreien Adaptationslésung kommt mit dem Wert 480 dem Kontroll- 
versuch (510) in der Aktivitaét sehr nahe. Die unterschiedlichen Werte 
bei den Zweier-Kombinationen lassen auf aéuBerst komplizierte Reaktions- 
mechanismen beim Aufbau des Enzyms im Zellinnern schlieBen,. Die Ver- 


suche wurden nach lingerer Zeit mit dem gleichen Ergebnis wieder- 
holt. 
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Diskussion 

Auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit ist das Ferment, genauer der 
Fermentkomplex Tannase, eindeutig ein adaptives Enzym, wie insbeson- 
dere aus dem Gegensatz zur Esterase (Abb.2) hervorgeht. Das Ferment 
erreicht innerhalb kurzer Adaptationszeit einen steilen exponentiellen 
Aktivitatsanstieg. Ohne Stickstoffzufuhr von auBen ist Aspergillus nicht 
fahig, das Enzym voll aufzubauen, d.h. die frei verfiigbaren Aminosauren 
und Proteine des Bausteinpools der Zelle reichen dafiir nicht aus. Ist die 
angebotene Stickstoffquelle organischer Natur, um so gréBere Enzym- 
aktivitaten werden gemessen. Nach dem Anstieg der Aktivitaitskurve 
der 'Tannase erfolgt (MANDELSTAM 1952) eine kontinuierliche Zunahme in 
der Menge des Baumaterials zur Synthese des Enzyms. Die Bildung der 
Tannase ist mithin autokatalytisch. Diese Aussagen werden weiterhin 
bestatigt durch die chromatographische Analyse der freien und gebun- 
denen Aminosauren. Es zeigt sich bei den quantitativen Untersuchungen, 
da8B die Aminoséuren Glutaminsaure, Cystein, «-Alanin, Phenylalanin, 
Valin, Prolin und Threonin als freie und gebundene Sauren im Mycel 
stark ansteigen. Lysin erhalt einen Anstieg bei den freien Aminosauren 
sogar um das sechsfache, bei den gebundenen Aminosaéuren um das 
doppelte. 

Glykokoll und Serin sind derart stark beim Aufbau der Enzyme 
beteiligt (150—200°/,iger Anstieg), da der Anteil von Serin als freie 
Aminosaure nicht wesentlich innerhalb der zehnstiindigen Adaptations- 
zeit steigen konnte. Bei Glykokoll wurde sogar eine betrachtliche 
Abnahme iiber die Zeit von 10 Std gemessen (Tab.1). Die Kontrollver- 
suche auf Glucose bei den oben genannten zehn Aminosauren zeigen 
mit Ausnahme von Glutaminsaure keine wesentliche Erhéhung sowohl 
der freien als auch der gebundenen Sauren. Das Ergebnis laBt die 
Annahme zu, da die genannten Aminosduren besonders stark am Auf- 
bau der Tannase beteiligt sind. 

Das Ferment Tannase kann ohne Spurenelemente nicht gebildet 
werden. Ebenso wurde gefunden, da8 Hisen, Kupfer und Zink zur Bildung 
des Enzyms beitragen und eine Aktivitat erreichen, die der der normalen 
Adaptation gleichkommt. Ob die Elemente Eisen, Kupfer und Zink als 
Katalysatoren zur Bildung des Enzyms oder als notwendige Bausteine 
im Enzym selbst fungieren, konnte nicht mit den herkémmlichen 
Methoden erfaBt werden. Die Tatsache, daB die angereicherte Tannase 
bei Hydrolyse von Gallussiuremethylester (im Uberschu8 vorhanden) 
einen Endwert erreicht, spricht fiir den Einbau der Spurenelemente in das 
Fermentmolekiil. Es ist vorstellbar, da hierbei die phenolischen Grup- 
pen der Gallusséure die Metallionen des Enzyms blockieren, d.h. die 
Spaltprodukte des Gallussiuremethylesters bilden iiber die Metallionen 
mit dem Fermentmolekiil eine lockere Additionsverbindung, so daB die 
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katalytische Eigenschaft des Fermentes nur einen gewissen Grenzwert 
(bis zur Blockierung aller Fermentmolekiile) erreicht. 

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, daB die Zelle wahrend der Adap- 
tation einen restlos veranderten Stoffwechsel besitzt. 


Zusammenfassung 

Im Gegensatz zur Esterase ist Tannase bei Aspergillus niger ein 
ausgesprochen adaptives Enzym. Beide Enzyme kénnen papier-elektro- 
phoretisch getrennt werden. 

Wahrend der Adaptation (2—10 Std) laBt sich die Enzymbildung an 
der Verschiebung im Gehalt des Mycels an freien und Hydrolysatamino- 
sduren erkennen. 

Die Adaptation kann nicht aus dem N-Vorrat des Mycels erfolgen, 
sondern bedarf der Zufuhr von aufen. Organische N-Verbindungen 
(Caseinhydrolysat, Glutaminsaéure) sind besonders wirksam. 

Als Induktor der Adaptation kénnen auBer Tannin auch Gallussaure 
und Chebulinsaéure dienen. 

Zur Bildung der Tannase sind die Spurenelemente Fe, Cu, Zn unent- 
behrlich. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrppet danke ich fiir die Anregung und Unterstiitzung bei 
der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit. 
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Uber die Assimilation von f-Alanin 
durch Neurospora crassa * 


Von 
HARALD AURICH 


Mit 7 Textabbildungen 
(Hingegangen am 6. Februar 1961) 


f-Alanin wird als N- Quelle durch Mikroorganismen unterschiedlich 
verwertet (KaTING 1955; MoNTEMARTINT u.a. 1957; NIELSEN 1940; Nisurt- 
ZUKA u.a. 1959; Wor 1955 u.a.). Von den Pilzen kann es meist nur 
schlecht, oft sogar iiberhaupt nicht assimiliert werden (Karine 1955; 
MoNTEMARTINI u.a. 1957). Fiir Newrosopra crassa (= N.c.) ist B-Alanin 
keine besonders giinstige N- Quelle (AURICH u.a. 1959). 

Der Wildstamm ist fahig, sowohl 6-Alanin und Pantoinsiaure als auch 
Pantothensaure aus diesen Vorstufen zu synthetisieren. Einige Mutanten 
haben die Fahigkeit zur Pantothenséurebildung aus den beiden Vor- 
stufen verloren (Tatum u.a. 1945; WAGNER u.a. 1948). Ein genetischer 
Block in der Biosynthese von f-Alanin ist nicht bekannt. 

Der Abbau von f-Alanin durch N.c. ist bisher nur wenig erforscht. 
Fermente, die 6-Alanin abbauen, sind bisher nicht bekannt geworden. 
Aus N.c. wurden zwar Transaminasen (FrncHam 1951; FINCHAM u.a. 
1956) und eine t-Aminosadureoxydase (BENDER u.a. 1950, THAYER u.a. 
1951) isoliert, ihre Wirkung auf 6-Alanin wurde aber noch nicht gepriift. 
p-Aminosaureoxydase aus N.c. oxydiert $-Alanin nicht (Horowrrz 1944). 

In den folgenden Ausfiihrungen habe ich deshalb untersucht, wie 
f-Alanin durch N.c. assimiliert wird und wie sich vergleichsweise «- 
Alanin verhalt, wenn einer der beiden Stoffe jeweils einzige N- Quelle ist. 


Methodik 


Untersuchungsobjekt war Neurospora crassa 3a6A. Die Stammkulturen wurden 
auf ,,Neurospora Culture Agar“‘ (Difco) nach viertagigem Wachstum bei 30°C im 
Dunkeln bei 4°C gehalten. 

Fir die Versuche benutzten wir einen fliissigen N-freien Nahrboden (AURICH 
u.a. 1959) mit Saccharose als C-Quelle, dem das f-Alanin oder die t-Form des 
x-Alanins in einer Konzentration zugesetzt worden war, die 1,0 g N/l aquivalent 


* Teilweise auf der gemeinsamen Tagung der franzésischen, schweizerischen 
und deutschen Biochemiker (Ziirich 1960) vorgetragen. 
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war. Jeder Ansatz von 10 ml Nahrmedium in 100 ml-Erlenmeyerkolben wurde mit 
einer Conidiensuspension in 0,9°/,iger NaCl-Lésung beimpft. Es wurde bei 25° 
--0,5°C geziichtet. Das gewachsene Mycel wurde auf ein trockenes Filter (3/m, 
Spezialpapierfabrik Niederschlag/Erzgeb.; @ 4 cm) gesaugt, gewaschen, bei 105°C 
getrocknet und gewogen. Das Gewicht des Trockenmycels ist als Ma8 fiir die Wachs- 
tumsgréBe angegeben. Nachdem wir in einer gréBeren Anzahl von Vorversuchen 
die besten Grundbedingungen fiir die Versuchsansatze ermittelt hatten, habe ich 
jeweils vier Parallelversuche fiir die Kurvenpunkte ausgewertet. 

Die py-Werte des Nahrbodens wurden mit Spezialindicatorpapier (Merck) 


gemessen. 

Der C-Gehalt sowohl des Nahrbodens als auch des Trockenmycels wurde auf 
nassem Wege bestimmt (AuRIcH 1960). 

Der Gesamt-N im Nahrboden und im Mycel wurde mit dem Mikrokjeldah|- 
verfahren bestimmt. Das freie Ammoniak des Nahrbodens wurde bei schwach 
alkalischer Reaktion mit Wasserdampf iibergetrieben und in 2°/,iger Borsdure 
aufgefangen (Titration mit 0,01 n H,SO,; Indicator: Methylenblau-Methylrot). 

Das restliche B- und «-Alanin im Nahrboden wurde papierchromatographisch 
isoliert (Butanol: Hisessig: H,O = 4:1:1; Papier: Schl. & Sch. 2043b), mit Nin- 
hydrin-Cadmiumacetat angefaérbt und quantitativ ausgewertet (FISHER u.a. 1949). 


Versuchsergebnisse 

Da Vitamine der B,-Gruppe das Wachstum von JN.c. beeinflussen 
(AuRIcH u.a. 1959), wurde dem Nahrboden 0,54 Mol Pyridoxal-5-phosphat 
zugefiigt und dabei f-Alanin bzw. x-Alanin als einzige N- Quelle benutzt. 
Der Pilz ist an sich pyridoxinautotroph. Abb.1 zeigt die Gewichts- 
kurven mit und ohne Pyridoxal-5-phosphat. Bei 6-Alanin verbessert B, 
das Wachstum; das Wachstumsmaximum wird etwa 6 Tage vorverlegt. 
Beix-Alanin ist ein EinfluB des Pyridoxal-5-phosphats nicht nachweisbar. 
Gleichartige Kurven ergaben sich, wenn anstelle von Pyridoxal-5-phos- 
phat Pyridoxin - HCl, Pyridoxamin - HCl oder Pyridoxal - HCl in der 
gleichen Konzentration zugefiigt wurden. Andere Aminoséuren (AURICH 
u.a. 1959) verhalten sich bei Pyridoxinzugabe wie «-Alanin. 

In Abb. 2 ist das Wachstum mit beiden Aminoséuren bei Anwesenheit 
von Pyridoxal-5-phosphat dargestellt. Mit 6-Alanin wachst der Pilz nur 
langsam und wenig. Das Wachstum erreicht seinen Héhepunkt spat, 
etwa am 18. Tag. Die Autolyse ist nach Uberschreiten des Wachstums- 
maximums gering. Das Mycelgewicht hat nach 28 Tagen nur um etwa 
30°/, von dem im Maximum erreichten abgenommen. Der py-Wert 
sinkt allmahlich ab und steigt erst mit dem 20. Tag deutlich an. Mit 
«-Alanin als N- Quelle wachst der Pilz schnell und kraftig. Der H6hepunkt 
des Wachstums liegt etwa am 6. Tag. Nach Uberschreiten des Héhe- 
punktes setzt eine starke Autolyse ein. Bereits nach 22 Wachstumstagen 
hat das Mycelgewicht mehr als 50°/, abgenommen. Der Nahrboden wird 
schnell sauer, die [H*|-Konzentration vermindert sich aber wieder am 
5. Tag rasch und iibersteigt am 14. Tage px 8. 

In Abb. 3 ist in der tiéglichen Zunahme des Mycelgewichtes Wachstum 
und Autolyse veranschaulicht. Der Wechsel der Saulenrichtung unter 
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die Null-Linie zeigt, daB autolytische Vorginge das Wachstum iiber- 
treffen. Bei x-Alanin folgt schnellem Wachstum eine rasche Autolyse, 
bei 6-Alanin verlaufen beide Prozesse allmahlich. 


70 20 ‘lage 


Abb. 1. Wachstum von Neurospora crassa in Abhingigkeit yom Gehalt an Pyridoxal-5-phosphat im 
Nahrboden bei f- bzw. «-Alanin als einziger N- Quelle. Die Angaben sind Mittelwerte aus vierjParallel- 
versuchen. ——— f-Alanin mit Pyridoxal-5-phosphat; -—-.—.- S-Alanin ohne/Pyridoxal-5-phosphat; 
a-Alanin mit Pyridoxal-5-phosphat; ------ a-Alanin ohne Pyridoxal-5-phosphat 


70 20 lage 


Abb. 2. Abhangigkeit des Wachstums von Neurospora crassa von der Zeit und von der N- Quelle 

(x B-Alanin; o a-Alanin). Dazu sind im verkleinerten MaBstab die Verénderungen des pu-Wertes 

im Nihrboden wihrend des Wachstums aufgeftihrt. Alle Angaben sind Mittelwerte aus vier 
Parallelversuchen 


In Abb. 4 ist fiir 6-Alanin und in Abb.5 fiir «-Alanin die Verénderung 
der N-Zusammensetzung des Nahrbodens graphisch dargestellt. Der 
wahrend des Wachstums assimilierte Stickstoff erscheint quantitativ im 
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Mycel wieder. Der N-Gehalt des Mycels ist mit 7—8°/) in den ersten Wachs- 
tumstagen — unabhangig von der N-Quelle — héher als bei alteren 
Kulturen, der etwa 5°/, betragt. Dies ist auch fiir Erdpilze (NATARAJAN 
1956) bereits beschrieben. Kurz vor dem Erreichen des Wachstums- 
maximums tritt bei 6-Alanin NH, in nachweisbaren Mengen auf. NH; 


mg yee! Zunahme 


20\- 


10 


10 
mg Mycel Abnahme a. 20. Tag 


Abb.3. Tagliche Verinderungen des Mycelgewichtes von Neurospora crassa in Abhingigkeit von der 

N- Quelle (schwarze Siiulen = f-Alanin; weiBe Siulen = a-Alanin). Die Héhe der Siulen entspricht 

den tiglichen Differenzen der Mycelgewichte, sie wurden nach den in Abb.2 angegebenen Werten 
errechnet 


B-Alanin 


ee ae Mycel-N | 


a: 
70 20 Tage 


Abb. 4, Veriinderungen im N-Haushalt wihrend des Wachstums von Newrospora crassa bei B-Alanin 
als einziger N-Quelle. Die Werte wurden ermittelt durch Bestimmung von f-Alanin (9), NH, (4) 
und des Stickstoffs im Mycel (©) und im Nihrboden ((p) 


entsteht nach Uberschreiten des Wachstumshohepunktes einerseits durch 
die Autolyse des Mycels und andererseits offensichtlich unmittelbar aus 
dem f-Alanin. Etwa 30°/, des -Alanin-N sind in das Mycel eingebaut 
worden. Mehr als ein Drittel davon erscheint durch Autolyse als NH, 
wieder im Nahrboden. Zusiitzlich sind nach 28 Tagen etwa 14°/, des 
B-Alanins durch NH;-Abspaltung direkt zerlegt. 
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Bei «-Alanin als N-Quelle liegen die Verhaltnisse anders. Kurz vor 
dem Wachstumshéhepunkt beginnt die Bildung von NHs, nach 10 bis 
12 Tagen ist kein x-Alanin mehr nachweisbar. Uber 50°/, des «-Alanin-N 
sind in freies NH, umgewandelt. Der gesamte Nahrboden-N besteht zu 
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Abb. 5. Veranderungen im N-Haushalt wihrend des Wachstums von Neurospora crassa bei «-Alanin 
als einziger N-Quelle. Die Werte wurden ermittelt durch Bestimmung von a-Alanin (0), NH, (4) 
und des Stickstoffs im Mycel(°) und im Néhrboden (() 
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Abb. 6. Verdinderungen im O-Haushalt wihrend des Wachstums von Neurospora crassa bei B-Alanin 
als einziger N«Quelle. Die Werte wurden ermittelt durch Bestimmung von f-Alanin (0) und des 
Kohlenstoffs im Mycel (©) und im Nahrboden (4) 


diesem Zeitpunkt nur noch aus NH;. Diese NH;-Bildung ist vermutlich 
dadurch verursacht, daB etwa beim Wachstumsmaximum die Saccharose 
verbraucht ist und der Pilz nunmehr den Kohlenstoff der Aminosaéuren 
fiir sich nutzbar macht. 
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Die Abb.6 und 7 zeigen die Veranderungen im C-Haushalt wahrend 
des Wachstums von N.c. Das Kohlenstoffskelett des «-Alanins scheint 
eine gute C- Quelle zu sein. Am 8.—10. Tag ist es fast gainzlich aus dem 
Nahrboden verschwunden. Nach dem 10. Tag steigt der C-Gehalt des 
Nahrbodens durch Auftreten organischer Séiuren wieder gering an. Sie 
werden durch Autolyse freigesetzt, wobei die Endoxydation zu CO, 
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Abb.7. Verinderungen im C-Haushalt wihrend des Wachstums von Neurospora crassa bei x-Alanin 
als einziger N-Quelle. Die Werte wurden ermittelt durch Bestimmung von a-Alanin (9) und des 
Kohlenstoffs im Mycel (©) und im Niahrboden (4) 


age 


anscheinend fast vollig zum Erliegen kommt. Bei S-Alanin hat nach dem 
Verbrauch der Saccharose der C-Gehalt des Nahrbodens einen Wert 
erreicht, bei dem man annehmen koénnte, daB auch das C-Geriist des 
6-Alanins dem Stoffwechsel des Pilzes anheim fallt. Malonsiurehalbalde- 
hyd, das bei der Desaminierung von f-Alanin erwartungsgemaB primar 
auftreten miiBte, zerfallt jedoch leicht in Acetaldehyd und CO, und ist 
nur teilweise zu erfassen. Es kénnte aber auch weiter abgebaut worden 
sein. Malonsaure lieB sich im Nahrboden zu keinem Zeitpunkt nach- 
weisen., 
Diskussion 

Unsere Versuche lassen erkennen, daB «-Alanin eine ungemein bessere 
N- Quelle fiir V.c. ist als B-Alanin. Die Assimilation von B-Alanin ist zwar 
durch Zugabe von Vitaminen der B,-Gruppe zu verbessern, bleibt aber 
trotzdem langsam und gering. Die [H*]-Konzentration steigt im Gegen- 
satz zum «-Alanin nur allmiéhlich an. Die Zunahme der [H*+]-Konzen- 
tration wahrend des Wachstums ist nach Untersuchungen an Phycomyces 
blakesleeanus nur zum Teil durch das Auftreten von organischen Sauren 
m Nahrboden bedingt (GLADTKE u.a. 1958). Es soll auch durch eine 
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bevorzugte Aufnahme von Kationen durch das wachsende Mycel ein 
AnioneniiberschuB im Nahrboden verbleiben. Die Abnahme der [H*}]- 
Konzentration bei beginnender Autolyse nach dem Uberschreiten des 
Wachstumsmaximums hat sicher seine Hauptursache in der Autolyse 
selbst, d.h. in der NH;-Bildung. Bei «-Alanin als N- Quelle nimmt dann 
in alteren Kulturen die [H*]-Konzentration wieder gering zu, was am 
Absinken des pq-Wertes zu erkennen ist. Ursache dafiir scheint das ver- 
mehrte Auftreten organischer Siiuren im Nahrboden zu sein. Bei B-Alanin 
konnte dieser Befund wahrend der 28 Untersuchungstage nicht erhoben 
werden. Moglicherweise tritt er erst noch spater auf. 

Der N- sowie der C-Gehalt im Nahrboden verandern sich wahrend 
des Wachstums in charakteristischer Weise. Wahrend der ersten Wachs- 
tumsphase wird der Stickstoff aus beiden Aminosdéuren in das Mycel 
eingebaut. Hierbei ist nun der Assimilationsweg fiir 6-Alanin und die 
damit verbundene Enzymreaktion von Interesse. Fiir die Assimilation ist 
primar das Vorhandensein einer f/-Alanin-Transaminase zu erwarten, 
deren Aktivitaét durch B,-Anwesenheit im Nahrboden stimuliert werden 
mu. Diese Eigenschaft, die bei dem entsprechenden «-Alanin-Enzym 
nicht erkennbar ist, lieBe sich durch eine leichte Dissoziationsfahigkeit 
des Coenzyms vom Ferment erklaren, die die anderen Transaminasen im 
Neurospora-Mycel nicht in dem Umfange aufweisen. In tierischen Ge- 
weben wurde beobachtet, da 6-Alanin sowohl mit Pyruvat (SEVERIN u.a. 
1958 a) als auch mit x-Ketoglutarat (RoBERTS u.a. 1953b; KUPIECKI u.a. 
1957) transaminiert werden kann. Die Transaminierung von /-Alanin mit 
Pyruvat wird durch B, stimuliert und bei B,-Mangel erheblich verringert 
(SEVERIN u.a. 1958b). Aber auch Mikroorganismen transaminieren teil- 
weise 6-Alanin, Aspergillus fumigatus mit «-Ketoglutarat (ROBERTS u.a. 
1953a) und Pseudomonas sp. mit Pyruvat (NisHizuKA u.a. 1959). Sowohl 
im tierischen Gewebe (KUPIECKI u.a. 1957) als auch bei Pseudomonas ist 
als Reaktionsprodukt dabei Malonsaurehalbaldehyd gefunden worden. 

Die Isolierung der $-Alanin-Transaminase aus N.c. und die Unter- 
suchung ihrer Eigenschaften sollen diese Fragen klaren. 

Der weitere Abbau des entsprechenden Malonsiurehalbaldehyds 
erscheint durchaus méglich. Malonsaéurehalbaldehyd wird in tierischen 
Geweben (Kuprecxi u. a. 1957) und in Clostridium propionicum (GOLD- 
FINE u.a. 1960) iiber 6-Oxypropionat in Propionat umgewandelt, kann 
aber auch direkt in Acetyl-Coenzym A und CO, zerlegt werden (PIHL u.a. 
1955; Yamapa u.a. 1960). Inwieweit diese Wege auch fiir V.c. zugangig 
sind, konnte mit unserer Methodik bisher nicht eindeutig bewiesen 
werden. 

Durch den Verbrauch der primaren C- Quelle kommt es bei beiden 
Aminosauren etwa mit dem Wachstumshdhepunkt zum Erliegen der 
Transaminierung. Es tritt NH, im Nahrboden auf. Das nicht in das 
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Mycel eingebaute «-Alanin wird dabei quantitativ zerlegt. Vom Stick- 
stoff des B-Alanins dagegen werden bis zum 28. Wachstumstag nur etwa 
14°/, direkt in NH, umgewandelt. Da weder die L-Aminosaéureoxydase 
(AvuRICH, unver6ffentlicht) noch die D-Aminosadureoxydase (Horow1tTz 
1944) aus N.c. B-Alanin oxydieren, wenn der Pilz auf normalem Nahr- 
boden wachst, muB das oxydierende Enzym adaptiv gebildet werden. 
Bei Ratten (GRAFF u.a. 1950; SorvaTscHEW 1953) und auch bei manchen 
Mikroorganismen (LooPER u.a. 1959) wird die Desaminierung von /-Ala- 
nin fiir méglich gehalten. Bisher ist jedoch fiir 6-Alanin ein desaminie- 
rendes Enzym und das Desaminierungsprodukt nicht isoliert worden. 


Auch hier muB das Enzym, das f-Alanin oxydativ desaminiert, aus 
dem Mycel von N.c. isoliert werden. Dariiber soll spater berichtet werden. 


Zusammenfassung 


1. Neurospora crassa vermag mit /-Alanin als einziger N- Quelle nur 
wenig und allmahlich zu wachsen. Zusaitze von Vitaminen der Bg-Gruppe 
verbessern die Assimilation. Das Wachstumsmaximum liegt dann etwa 
am 18. Tag. Das als Vergleich verwendete «-Alanin ist eine bessere 
N- Quelle. Der Pilz wachst damit kraftig und schnell. Das Wachstums- 
maximum liegt bereits etwa am 6. Tag. 

2. Wahrend der Autolyse erscheint mit beiden Aminosauren freies 
Ammoniak im Nahrboden. Dieses NH, stammt sowohl aus dem Mycel 
als auch unmittelbar aus den zugesetzten Aminosauren. Nach Erschép- 
fung der primaren C-Quelle (Saccharose) wird auch das C-Geriist des 
a«-Alanins verbraucht, beim f-Alanin fehlt der Beweis hierfiir. 

3. Aus der verschiedenen Nutzung des f- und «-Alanins werden fiir 
den f-Alanin-Abbau spezifische Fermente angenommen. 
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Steigerung der Antibioticabildung 
von Streptomyceten-Stimmen durch Réntgenstrahlen 


Von 
HANS SCHWEIZER 


Mit 2 Textabbildungen 
(Hingegangen am 6. Februar 1961) 


Im Rahmen von Arbeiten auf dem Gebiet der pflanzlichen Antibiotica - 
forschung wird die Reindarstellung von Antibiotica durchgefiihrt, die von 
Streptomyceten gebildet werden. Je héher die Antibioticabildung eines 
Strahlenpilzes je Einheit Nahrmedium und Produktionsraum ist, um so 
giinstiger sind die Bedingungen fiir eine Reindarstellung. Eine Steigerung 
der bei den Streptomyceten-Stémmen natiirlich vorgefundenen oft ver- 
haltnismaBig schwachen Antibioticabildung ist deshalb erforderlich. 

Durch Behandlung mit energiereichen Strahlen wird bekanntlich die 
Mutationsrate erhéht (Brck u. ROSCHENTHALER 1960). Es besteht dem- 
nach auch die Méglichkeit, Mutanten zu erzielen, die vermehrt Anti- 
biotica bilden (RAPER u. FENNELL 1946; KeELNER 1949; DULANEY 1953). 
Unsere Untersuchungen hatten die Aufgabe, eine Methode zu entwickeln, 
die eine Auslese und sichere Aktivitétsbestimmung von Mutanten bei 
einem moglichst geringen Aufwand an Material und Zeit erlaubt. 


Methodik 


Von den Moglichkeiten zur Erzielung von Mutanten durch Anwendung 
von Roéntgenstrahlen, UV-Licht oder chemischen Agentien wurde erstere 
gewahlt, da Rontgenstrahlen eine gute mutagene Wirkung haben, gut zu 
dosieren sind und damit einen schnellen Erfolg versprachen (KELNER 
1948; SavaGE 1949; DARKEN, BERENSON, SHIRK u. SJOLANDER 1960). 
Der Rontgeneffekt bleibt auch gegeniiber postradialen Kinfliissen recht 
stabil (KAPLAN 1959). 


Rontgengerdt und Dosierung der Strahlung 


Fir die Bestrahlungen stand ein Réntgen-Grobstrukturgerat 200 kV/20 Milli- 
amp. mit einem Higenfilter der Réhre und der Haube einschlieSlich des eingebauten 
Fe-Filters von > 2,5mm Al vom VEB Transformatoren- und Réntgenwerk 
Dresden zur Verfiigung. Die Versuche wurden bei einer Einstellung von 180 kV 
und 12 Milliamp. durchgefiihrt. 
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Da an dem Rontgengerit kein Dosimeter eingebaut war, wurden die Strahlen- 
dosen mit einem Simplex-Universal-Dosimeter der Physikalisch-Technischen 
Werkstatten Freiburg i. Br. in folgender Weise bestimmt. Die Eichung des Dosi- 
meters war mit einem Radium-Standardpraparat vorgenommen worden. Unter 
Verwendung der gleichen Zaihlkammer betrug ein Sprung 3,8 r - 3°/,. Da die 
Bestrahlung der Streptomyceten-Stamme in Petrischalen (10 em @) erfolgte, wurde 
an ihnen die Kichung vorgenommen. Die leere Petrischale wurde so aufgestellt, wie 
die Bestrahlungen generell durchgefiihrt wurden: in 5 cm Abstand vom unteren 
Blendenrand, in der Mitte unter der 
Blende. Seitlich war aus dem Deckel 
und dem Boden der Petrischale ein 
kleines Stiick herausgebrochen bzw. 
geschmolzen worden, um die flexible 
Jonisationskammer in die Schale ein- 
zufiihren und unter gleichen Be- 
dingungen wie im Bestrahlungsver- 
such an Stelle der Streptomyceten- 


kultur zu lagern (Abb. 1). Abb.1. (schematisiert): Versuchsanordnung wiih- 


Bees . rend der Hichmessung der Strahlendosis. B unterer 
1e€1 
Bei einer ue Einstellung vou Blendenrand der Gehiusefassung der Rdntgen- 


180 kV und 12 Milliamp. wurde die  ;ghre; P Petrischale mit seitlich durch ein Loch 
Anzahl der Spriinge je 5min mit — eingefiihrter flexibler Tonisationskammer; 
iiblicher Wiederholung (10 Messungen) I sensibler Bereich der Ionisationskammer 
gemessen. Es waren 414 Spriinge 

= 1573 r+ max 3°/, je 5min. Eine seitliche oder auch eine Lagerung der 
Tonisationskammer dicht unter dem Deckel der Petrischale brachte veranderte 
Zahlwerte. 

Da im Versuch die Strablenpilzkultur die Stelle der Ionisationskammer ein- 
nahm, mubBte fiir letztere eine Stelle auf oder an der Schale gefunden werden, die 
gleiche Sprungzahlmessungen ergab. Wenn die Ionisationskammer auf den Rand 
des Petrischalendeckels aufgelegt wurde, 6 mm hinter ihrer Spitze, wurden gleiche 
Strahlendosen gemessen wie im Zentrum in der Petrischale, 1570 r + 3°/) je 5 min 
bei genau 180 kV und 12 Milliamp. Mit dieser improvisierten Eichmessung war es 
méglich, hohe Strahlengaben mit ausreichender Genauigkeit zu dosieren. 

Die Kontrollierung der Strahlendosen wahrend eines Versuches mit Hilfe des 
Dosimeters war unbedingt erforderlich, da Schwankungen im Stromnetz eine 
langere konstante Einstellung von 180 kV und 12 Milliamp. wahrend der Versuchs- 
dauer nicht méglich machten, wodurch sich auch die Strahlendosis je Zeiteinheit 
anderte. Vor Beginn eines jeden Versuches wurde kontrolliert, ob auch die in der 
Fichung gefundene Sprungzahl je 5 min angezeigt wurde. 


Kulturen und Néhrbéden 


Um die Versuchsbedingungen soweit wie méglich konstant zu halten, erfolgte 
die Kulturhaltung der Streptomyceten-Staimme! und ihre Bestrahlung nur auf 
Hafermehlagar als festem Nahrboden. 

Hafermehlagar: 30 g Hafermehl, 20 g Agar, 1000 ml Wasser, po = 6,8—7,0. 

Bekanntlich werden die Uberlebens- und die Mutationsrate durch die post- 
radialen Umweltfaktoren beeinfluBt, die eine bestrahlte Spore vorfindet. Die Zu- 
sammensetzung des Nahrmediums hat vor allem eine grofe Bedeutung, und je 


1 Die verwendeten Strahlenpilzstamme waren von Frl. Dr. H. KOHLER aus dem 
Boden isoliert und fiir die Bestrahlungsversuche zur Verfiigung gestellt worden, 
wofiir ich ihr an dieser Stelle vielmals danken méchte. 
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reicher es an Nahrstoffen ist, um so mehr Zellen iiberleben eine Bestrahlung 
(StaPLETON, SBARRA u. HOLLAENDER 1955; WATANABE 1960). Nach Hanson, 
Myers, STAHLY u. BrRKELAND (1946) besteht die Méglichkeit, die zu bestrahlenden 
Sporen auf ein Nahrmedium aufzustreichen oder auszuspateln und dort zu be- 
strahlen. Danach wird die Anzahl der keimenden Sporen im Vergleich zur un- 
behandelten Kontrolle festgestellt. Von dieser Methode wurde jedoch Abstand 
genommen, da nach Prrrké, Sreos u. KrdAmut (1958) der Nahrboden durch eine 
Bestrahlung Veranderungen erfahrt, die zu einem schlechten Wachstum der tiber- 
lebenden Keime fiihren und in der Versuchsdurchfiihrung einen Unsicherheits- 
faktor darstellen. 

Die Antibioticabildung wurde auf einer jeweils fiir den betreffenden Strepto- 
myceten-Stamm als geeignet befundenen Nahrlésung festgestellt: 


Streptomyces-Stamm Nahrlésung 
24/18b A-9 
1710/37d  (Polyenbildner) A-4 
32/3a (Actinomycinbildner) A-20a 
4/122 (Polyenbildner) A-20a 
47/74 A-4 
84/976 A-4 
282/126 22 
88/226 44 
311/454 36 
222/56 A-12 
226/67 a A-4 
311/39c¢ A-20a 


Nahrlésungen nach WARREN, PRoKoP u. GRUNDY (1955): 


A-4: 10g Sojamehl; 10g Glucose; 5g NaCl; 1g CaCO,; 1000 ml Wasser; 
pu 7,0. 

A-9: 5 g Pepton; 10 g Glucose; 20 g Melasse; 1000 ml Wasser; px 7,0. 

A-12: 10g Sojamehl; 20 g Cornsteep-liquor; 10g Dextrin; 5g NaCl; 2¢ 
CaCO,; 2 g K,HPO,; 1000 ml Wasser; px 7,0. 

A-20a: 20g gekeimter, gemahlener Hafer; 5g Glucose; 10g Dextrin; 5¢ 
NaCl; 5 g NH,NO,; 5 g CaCO,; 1000 ml Wasser; px 7,0. 

221: 10 g Trypton; 5 g Starke; 2 g K,HPO,; 2 g NaCl; 1000 ml Wasser; py 7,0. 

361:4¢ NaNO;; 1g KH,PO,; 0,5 g KCl; 5g MgSO,; 7 H,0; 0,05 g FeSO,:7 H,O; 
0,0175 g CuSO,:5H,O0; 2g Na-citrat; 2 g Na-acetat; 40 g Glucose; 10 g Pepton; 
5 g Fleischextrakt; 1000 ml Wasser; px 7,0. 

441: 20 g Glucose; 4 g (NH,),HPO,; 5 g NaCl; 1 g MgSO,-7H,0; 2 g K,HPO,; 
0,02 g FeSO,:7H,0; 0,01 g ZnSO,-7H,O; 0,002 g MnCl,; 0,5 ¢ Hefeextrakt; 
1000 ml Wasser; pr 6,8. Nach dem Sterilisieren werden 3,5 g steriles CaCO, zu- 
gegeben. 


Bestrahlung der Kulturen 
Die Streptomyceten-Stémme wurden auf Hafermehlagar in Petri- 
schalen aufgeimpft und nach 10—14 Tagen in toto in der zugedeckten 
Schale bestrahlt. Bestrahlt wurde jeweils nur eine Petrischalenkultur, 
die in die Mitte der Strahlenblende der Réntgenréhre gestellt wurde, 


1 Nummern der Nahrbéden in unserem Institut. 
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5 cm unter ihrem Rand (Abb.2). Auf den Streptomycetenkulturen be- 
fanden sich zum Zeitpunkt der Bestrahlung reichlich Sporen am Luft- 
mycel. Bei einer Bestrahlung der Sporen in der Luft als umgebendem 
Medium kommen sehr wahrscheinlich nur direkte Strahleneinwirkungen 
zur Geltung, die in direkter Beziehung zur Letalitét und damit zur 
Mutationsrate stehen (Brock u. 
RGOSCHENTHALER 1960). 


Bei Bestrahlung von Pilzen in 
einer Lésung treten neben den 
direkten auch indirekte Bestrah- 
lungseffekte auf, wenn die in der 
Lésung entstandenen chemischen 
Verbindungen in die Zellen Abb.2 (schematisiert): Versuchsanordnung wih- 
diffundieren und hier einen Effekt 204 0%, Metabo cnr stretomyeston 
hervorrufen (SAVAGE 1949; Moo- I Ionisationskammer; B unterer Blendenrand 
KERJEE 1959). der Gehausefassung der Réntgenréhre 

Bei einer Bestrahlung in Luft sind die Sporen durch den Sauerstoff 
sehr strahlenempfindlich. Bei einer N,/O,-Mischung mit 15°/, O, erreicht 
die Sensibilitaét bereits ihr Maximum. Dieser Prozentsatz entspricht 
praktisch dem der Luft (Howarp-FLANDERS u. ALPER 1957). Gute Sen- 
sibilitat und mutagene Wirkung waren bei der verwendeten iibersicht- 
lichen Bestrahlungsmethode gegeben. 


Feststellung der Uberlebensrate 


Von einer bestrahlten bzw. zum Vergleich von einer unbehandelten 
Streptomyceten-Kultur wurden unter sterilen Bedingungen mit einer 
Impfnadel Sporen abgenommen, in sterilem Leitungswasser suspendiert, 
durch Schiitteln mit kleinen Glasperlen die Sporen weitgehend vereinzelt 
und in einer Neubauer-Zahlkammer die Sporenzahl je Volumen bestimmt. 
0,1 ml Sporensuspension mit etwa 600—800 Sporen von der unbehandel- 
ten Kontrollkultur bzw. etwa 10000—1000000 je nach Strahlendosis 
von den bestrahlten Kulturen wurde auf eine Hafermehlagarplatte aus- 
gestrichen in zehnfacher Wiederholung der unbehandelten Kontrolle 
und zwanzigfacher der Versuchskultur. Durch Vergleich der Keimzahlen 
der bestrahlten und unbestrahlten Sporen war die Feststellung der 
Uberlebensrate méglich. Nach Feststellung der Strahlendosis, die die 
Sporen eines Streptomyceten-Stammes unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen zu 99,85 + 0,1°/, abtdtete, wurde die gleiche Dosis in allen 
weiteren Versuchen gegeben. Sie betrug 120000—130000 r + 3°/, und 
stimmte mit den Befunden anderer Autoren gut iiberein (ROEPKE u. 
Mercer 1947; Savace 1949). Ke3ner (1948) bestrahlte Streptomyces 
flaveolus und fand hier das Maximum der Mutationsrate bei 200000 r. 
Die Messung der Réntgenstrahlung erfolgte bei ihm am Gerdat gleich 
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nach Austritt aus der Rohre in Luft. Bei einem Vergleich mit Literatur- 
angaben muf in den eigenen Versuchen der mutagene Effekt der direkt am 
Wirkungsort gemessenen Strahlendosis deshalb noch héher eingeschatzt 
werden. 

Es sind jedoch auch gegenteilige Ansichten laut geworden, daB eine 
sehr hohe Dosis von Réntgenstrahlen oder auch Betatronelektronen- 
strahlen keine Mutationssteigerung, sondern sogar eine Minderung zur 
Folge hat (Beck u. R6sCHENTHALER 1960; HuBER u. HENTZE 1960). Die 
gegebene Strahlendosis diirfte hoch genug gewesen sein, um die vorhan- 
dene Mutationsfahigkeit auszuschépfen. 


Isolierung der Einsporen 


Mit der 2 mm lang abgebogenen Spitze eines Impfdrahtes (0,5 mm @ ) 
wurden die Sporen am Luftmycel einer bestrahlten Kultur leicht beriihrt, 
so daB sie an der abgewinkelten Drahtspitze hangen blieben und auf einer 
Hafermehl-Agarplatte durch etwa zehnmaliges Hin- und Herstreichen 
abgestreift werden konnten. Da nach den Strahlenmessungen in der 
Petrischale die seitlichen Zonen etwas weniger Strahlen empfingen als ihr 
mittlerer Bereich, wurden nur von diesem die Sporen abgenommen. 

Nach RoEpkKE u. MERCER (1947) wie auch nach eigener mikroskopi- 
scher Beobachtung war durch die hohe Absterberate mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit zu erwarten, daB die sich auf der Platte entwickelnden Kul- 
turen von nur einer Spore stammten, denn von 2000 waren nur noch 
1—5 keimfaihig. Vom Ansatz des Ausstriches ausgehend bis zu seinem 
Ende wuchsen die Kulturen immer vereinzelter. So war es leicht méglich, 
von den sich einzeln entwickelnden Mycelien Abimpfungen auf Schrag- 
rohrchen vorzunehmen, die fortlaufend numeriert wurden. Die Ein- 
wande, die SavaGE (1949) gegen diese Methode erhebt, eriibrigen sich, 
wenn wie im vorliegenden Falle die Uberlebensrate der Sporen sehr nied- 
rig ist, und deshalb eine schlechte Trennung der Sporen von einander 
nicht mehr ins Gewicht fallt. Ineinander wachsende Mycelien, wie sie am 
Ansatz des Impfstriches zu beobachten waren, wurden nicht abgeimpft. 
Nur groBe, gutwiichsige Mycelien wurden isoliert, da diese ihrer schnel- 
leren Entwicklung entsprechend auch einen giinstigen physiologisch 
aktiven Stoffwechsel zur Antibioticabildung je Zeiteinheit und Volu- 
men Nahrlésung versprachen. 


Priifung der Hinsporen auf gesteigerte Antibioticabildung 
Die von der bestrahlten Ausgangskultur angelegten Einsporkulturen 
wurden in Erlenmeyer-Kélbchen auf die entsprechende Nahrlésung 
geimpft. Nach einer Bebriitung der Kélbchen bei 24° C fiir 18 Tage er- 
folgte die Priifung der Kulturfiltrate im Sporenkeimtest. Bevorzugt wurde 
Fusarium culmorum (W. G. 8m.) Sace. als Testorganismus verwendet. 
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Eine Suspension von Fusariwm-Sporen in Leitungswasser wurde in ver- 
schiedenen Verdiinnungsstufen beim Verhaltnis 1:1 angefangen mit dem 
Kulturfiltrat gemischt. Davon wurden einige Tropfen auf Objekttrager 
gegeben, die 24 Std bei Zimmertemperatur in feuchte Kammern (Petri- 
schalen mit FlieSpapier) eingelegt wurden. Nach dieser Zeit wurde die 
Verdiinnungsstufe des antibioticahaltigen Kulturfiltrates festgestellt, bei 
der die Keimung der Fusariwm-Sporen 100°/,ig unterdriickt wurde. 
Als Vergleichskontrolle keimten Sporen in reinem Leitungswasser. 


Von jeder Kinsporenkultur wurden 2 Kélbchen mit Nahrlésung 
geimpft und von jedem Kélbchen in Parallele zwei Verdiinnungsreihen 
angelegt. So war geniigende Testsicherheit gegeben. Bei Nichtiiberein- 
stimmung der 4 Verdiinnungsreihen einer Einsporkultur erfolgte noch- 
malige Austestung der Kulturfiltrate, die 24 Std bis zum Ablesen der an- 
gelegten Sporenkeimpriifung bei + 1° C aufbewahrt wurden, ohne daB sie 
nach dieser Zeit Aktivitétsminderungen zeigten. Einsporkulturen mit 
wesentlich vermehrter Antibioticabildung gegeniiber dem Ausgangs- 
stamm wurden nochmals auf Nahrlosung geimpft und einer Priifung 
unterzogen. 


Verschiedene der untersuchten Streptomyceten-Stémme wirkten 
nicht gegen Fusarium culmorum antagonistisch. Die Austestung ihrer 
antibioticahaltigen Kulturfiltrate muBte hier mit Sporen von Ustilago 
nuda (Jens.) Rostr. erfolgen, nach der von SCHWEIZER (1961a und b) 
beschriebenen Methode, indem das Kulturfiltrat in verschiedenen 
Verdiinnungsstufen mit Gelatine gemischt wurde, diese auf Objekttrager 
gegeben, mit Flugbrandsporen bestaubt und 2 Tage in einer feuchten 
Kammer bei Zimmertemperatur aufbewahrt wurden. Nach dieser Zeit 
erfolgte die Feststellung der Verdiinnung, bei der die Sporenkeimung 
noch 100°/,ig gehemmt wurde. Kontrollen zu jeder Keimpriifung wurden 
angelegt. 


Ergebnisse der Versuche 

Bestrahlungen der Streptomyceten-Stamme ,,24/186“, ,,1710/37d", 
(Polyenbildner) und_ ,,32/3a‘° (Actinomycinbildner) dienten zur Hin- 
arbeitung in die Methode unter méglichst zeitsparenden Bedingungen. 
Von einer bestrahlten Kultur, bei der die Absterberaten zwischen 
99,75 und 99,95°/, lagen, wurden etwa 500 Einsporkulturen auf Steigerung 
der Antibioticabildung untersucht. Die Austestung erfolgte gegen 
Ustilago nuda. 

Unter den getesteten 500 Einsporenkulturen jeweils eines Stammes 
waren nur bei dem Polyenbildner ,,1710/37d° Subkulturen mit wesent- 
lich gesteigerter Antibioticabildung zu finden. Morphologische Mutanten 
waren weitaus haufiger zu beobachten, deren Form und Farbe jedoch in 
keiner Beziehung zu ihrem Vermégen, Antibiotica zu bilden, standen und 


236 Hans SCHWEIZER: 


deshalb nicht weiter registriert wurden. Nur die eingangs erwahnte Vor- 
auslese von nur gut wiichsigen Kulturen wurde bei der Isolierung der 
Einsporen beachtet. 

Das Kulturfiltrat der Ausgangskultur von ,,1710/37d** hemmte die 
Sporenkeimung von Ustilago nuda 100°/,ig in einer Verdiinnung von 
etwa 1:10. Nach der Bestrahlung war bei 6 von 500 Kinsporkulturen 
eine gesteigerte Antibioticabildung zu verzeichnen. Das Kulturfiltrat 
von 3 Einsporen hemmte die Sporenkeimung des Flugbrandpilzes bei 
einer Verdiinnung von 1:25 und von 3 weiteren noch in der Verdiinnung 
von 1:50. Es war also eine 2—5fache Steigerung der Antibioticabildung 
bei dem Stamm ,,/710/37d‘ erreicht worden. 

Die Mehrzahl aller Einsporkulturen bildete jedoch weniger Anti- 
bioticum als der Ausgangsstamm. 


Bestrahlung des Streptomyces-Stammes ,,4/122° 
( Polyenbildner) 


Die antibiotische Aktivitaét dieses Stammes wurde gegen Fusarium 
culmorum ausgetestet. Das Kulturfiltrat des Ausgangsstammes hemmte 
die Sporenkeimung von Fusarium culmorum in einer Verdiinnung von 
Tabelle 1. Antibioticabildung des Streptomyces- agp eee ek 


Stammes ,,4/122° nach einer Réntgenbestrahlung der Ausgangskultur wurden 
—.———@——__ 539 Ejinsporkulturen auf 


Verdiinnung des A Soak od : 
Dee Ralturalévaten ‘bel der ihre Aktivitaétssteigerung 
nZzaw 4 Hee 4 
Einsporkulturen die Sporenkeimung von hin untersucht (Tab. 1). 
Fusarium culmorum 
noch 100°/,ig gehemmt wird Durch die Strahlenein- 
Ausgangskultur 1: 4,5 + 0,5 wirkung ee bei der Mehr- 
220 1: 2,04 1,5 zahl der Stéamme die Anti- 
297 1: 4,5-+ 0,5 bioticaproduktion gesun- 
iy ee ae ken, aber bei einigen war 
aes = 4,5 sie tiberraschend hoch 
4 1:20 und mehr 


gestiegen. 

Um zu sichern, dafs die gesteigerte Antibioticabildung auf einem 
Bestrahlungseffekt beruhte, wurden 300 Einsporkulturen der unbehan- 
delten Ausgangskultur auf ihre Antibioticaproduktion gepriift. Hierzu 
wurden von der unbestrahlten Kultur Sporen abgenommen, in Wasser 
suspendiert, durch Schiitteln mit Glasperlen die Sporen vereinzelt und 
0,1 ml Suspension mit etwa 200 Sporen in eine Petrischale mit Hafermehl- 
agar verteilt. Nach dem Sichtbarwerden der sich aus den Sporen ent- 
wickelnden Mycelien erfolgte ihre Abimpfung auf Schragagarréhrchen. 
Austestung gegen Fusarium culmorum erfolgte wie bei den bestrahlten 
Kulturen. 

Das Ergebnis dieses Kontrollversuches war eindeutig: Nicht ein 
Kulturfiltrat einer Kinspore hemmte Fusarium culmorum in einer stir- 
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keren Verdiinnung als 1:5. Das Mittel lag bei 1:4,5. Es konnte somit als 
gesichert angesehen werden, dai die vermehrte Antibioticabildung einiger 
Einsporkulturen auf einem Bestrahlungseffekt beruhte und nicht nur 
auf Auslese aus einer bereits vorhandenen Variationsbreite. Eine der 
besten Hinsporkulturen 

wurde abermalseinerR6ént-  Tabelle2. Antibioticabildwng von 350 ausgelesenen 
genbestrahlung mit gleich- Hinsporkulturen des  Streptomyceten-Stammes 


falls giinstigem Ergebnis 4/122" nach 2 Bestrahlungsschritten 
ausgesetzt (Tab. 2). Verdiinnung des 
Auch nach der oe Donal ler Kulturfiltrates, bei der 


; ee Binsporkulturen die Sporenkeimung von 
Bestrahlung zeigten einige Fusarium culmorum 


Einsporkulturen ee hoch noch 100°/,ig gehemmt wird 
gesteigerte Antibioticabil- Ausgangskultur 


dung. Die Mehrzahl der (Einsporlinie Nr. 138) 1:30+ 5 

Stémme war unter den oe ee 
Pee 61 1:30 + 10 

Aktivitatswert der Aus- 3 4:80 ae 


gangskultur (Hinsporlinie 
Nr.138) gesunken. Eine Tabelle 3. Antibioticabildung von 404 ausgelesenen 
dritte Bestrahlung, an Einsporkulturen des  Streptomyceten-Stammes 


5 9966 Oran 
ia en Einspor- 4/122" nach 3 Bestrahlungsschritten 


kulturen durchgefiihrt, ie A caer des 
5 ulturfiltrates, bei der 
hatte wiederum einen guten Nenicennton die Sporenkeimung von 
Erfolg (Tab. 3). Fusarium culmorum : 
Die ieee Bins poriaal noch 100°/,ig gehemmt wird 

turen zeigten gegentiber Ausgangskultur 1:55 4 5 
der urspriinglichen Kultur 208 =< 1700 

: € {7fach : 169 1:55 -+ 5 
eine um das ac 1e ge- 27 ~ 1:60 
steigerte Antibioticabil- hiervon: 6 1:75+5 
dung. Ein Versuch zur 0 >1:80 


weiteren Steigerung der 

Aktivitat durch einen vierten Bestrahlungsschritt hatte keinen Erfolg. 
Es ist nicht sicher geklart, ob ein Versuchsfehler vorlag, so daB sich eine 
Erérterung dieser Versuchsreihe eriibrigt. 


Die Reaktivierung von Streptomyceten-Stammen 
bei abgesunkener Antibioticaproduktion 
Bekanntlich konnen sich durch jahrelange Haltung im Labor be- 
stimmte physiologische Eigenschaften von Mikroorganismen quantitativ 
andern. Die Antibioticabildung von Pilzstammen kann im Laufe ihrer 
Kulturhaltung nachlassen. Bei langjahrigen Untersuchungen und wert- 
vollen Kulturen ist dies eine unangenehme Erscheinung, der man auf 
verschiedene Weise abhelfen will. Im Vordergrund steht die Anlage von 
Konservenkulturen. Fiir Strahlenpilze sei hier nur an die Haltung auf 
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Erdréhrchen bei Temperaturen dicht iiber 0° C und an die Lyophylisie- 
rung gedacht. Daneben sind geeignete Nahrbéden von entscheidender 
Wichtigkeit, um Degenerationserscheinungen vorzubeugen. Ist jedoch 
die Antibioticaproduktion eines Stammes abgesunken, so ist seine Aktivi- 
titssteigerung auf die alte Héhe ein Problem. Nach KELner (1949) und 
Grrscu (1957) besteht die Méglichkeit, durch Einwirkung von energie- 
reichen Strahlen eine zuriickgegangene Antibioticabildung zu reakti- 
vieren. 

Wir versuchten durch Behandlung mit Réntgenstrahlen die ur- 
spriingliche Aktivitaét von 8 Streptomyceten-Stémmen zuriickzugewin- 
nen. Die Austestung der antibioticahaltigen Kulturfiltrate der nach 
Bestrahlung jeweils ausgelesenen 100 Einsporkulturen erfolgte in einer 
Keimpriifung mit Sporen von Ustilago nuda. Bei fiinf Stammen (Labor- 
nummern: ,,47/74, ,,84/97b", ,,88/22b", ,,222/5b" und ,,811/39c*‘) war 
nur auf Grund der Priifung von 100 Einsporen eine Antibioticasteige- 
rung auf das urspriinglich vorgefundene MaB zu erreichen. Ihre Kultur- 
filtrate hemmten die Sporenkeimung des Flugbrandpilzes 100°/,ig in einer 
Verdiinnung von 1:25—50. 

Bei drei Streptomyceten-Stémmen (Labornummern: ,,226/67a‘, 
282/126" und ,,311/45a‘*) war es auf Grund von jeweils 100 ausgelesenen 
Einsporen nicht mdglich, reaktivierte Kulturen zu finden, sondern hier 
blieben die besten Werte bei 1:10—20 stehen (urspriinglich 1:25—50). 

Von den jeweils getesteten 100 Einsporkulturen der beschriebenen 
Versuchsreihen zeigten also 0—4 eine reaktivierte Antibioticabildung, 
die dem Ausgangsstamm entsprach. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die vorstehenden Untersuchungen beweisen, dab die angewendete 
Methode zur Auslese von Mutanten mit gesteigerter Antibioticabildung 
geeignet ist. Der Auslesevorgang lat sich methodisch einfach durch- 
fiihren. Kin gewisser Aufwand an Zeit und Material bleibt unvermeidbar, 
denn jede Einspor-Subkultur muB individuell gepriift werden. Eine 
summarische Austestung vieler Sporen auf einer Nihrbodeneinheit, wie 
sie bei gewissen Fragestellungen méglich ist, kann hier nicht verwendet 
werden. 

Der Versuch einer Steigerung der Antibioticaproduktion durch Rént- 
genstrahlen hatte bei den einzelnen Streptomyceten-Stammen einen 
unterschiedlichen Erfolg. Stamm Nr. ,,4/122‘‘ (Polyenbildner) zeigte 
eine betrachtliche Steigerung der Aktivitit, ebenso der Polyenbildner 
Stamm Nr. ,,/710/37d* nach einem Bestrahlungsschritt. Nicht bei allen 
Stémmen war die gleiche erfolgreiche Aktivititssteigerung zu erzielen. 
Ks kann sein, dab nicht bei jedem Stamm die Mutationen in Richtung 
einer wesentlichen Steigerung der Antibioticabildung verlaufen, und erst 
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eine bestimmte Mutationsneigung Voraussetzung sein muB (GuRscu 
1957). Strahlenempfindlich iiberhaupt waren aber sehr wahrscheinlich 
alle Stémme im gleichen MaBe, denn sonst wiirden nicht so viele Subkul- 
turen eines bestrahlten Stammes einen Aktivitatsverlust zeigen, der nur 
durch Strahleneinwirkung erklirt werden kann. Die Beobachtung zahl- 
reicher morphologischer Mutanten nach einer Bestrahlung steht damit im 
Hinklang. 

In der Literatur wird von Versuchen zur Steigerung der Antibiotica- 
bildung mit unterschiedlichem Ergebnis berichtet. Die gute Leistung des 
Stammes Nr. ,,4/122°‘ kann mit den Ergebnissen von DarkKEN, BuREN- 
SON, SHIRK u. SJOLANDER (1960) verglichen werden, die Streptomyces 
aureofaciens zur Vermehrung der Chlortetracyclinbildung bestrahlten. 

Nach STercLer (1960) muB auch daran gedacht werden, da die 
Antibioticabildung eines Stammes durch energiereiche Strahlen nicht 
nur quantitativ, sondern auch qualitativ verandert werden kann. Viele 
Pilzstémme bilden nicht nur ein Antibioticum, sondern mehrere, die 
miteinander chemisch mehr oder minder verwandt sein kénnen. So ist es 
durchaus denkbar, daB bei einer Steigerung der Bildung von zwei anti- 
biotisch wirkenden Verbindungen nur eine wesentlicher Bestandteil der 
Stoffwechselproduktion geblieben ist. Zur Zeit wird von Herrn Dipl.- 
Chem. EISENBRANDT in unserem Institut das gebildete Antibioticum der 
Mutanten von ,,4/122‘‘ chemisch rein dargestellt. Nach miindlicher Mit- 
teilung sind bis jetzt keine Anhaltspunkte gegeben, daB eine qualitative 
Anderung der Antibioticabildung eingetreten ist. Auch in der Literatur 
wird von zahlreichen erfolgreichen Steigerungen einer Antibiotica- 
bildung durch Bestrahlung berichtet, ohne da eine eingetretene quali- 
tative Anderung erwahnt wird (RAPER u. FENNELL 1946; Ketnur 1949; 
SavaGE 1949; Gerscu 1957; Darken, BERENSON, SHIRK u. SJOLAN- 
DER 1960, HuspEer u. HENTzE 1960). 

Die Herstellung von Einsporkulturen durch starke Dosen Réntgen- 
strahlen ist nicht vorbehaltlos zu empfehlen. Es ist an die nach einer 
Bestrahlung auftretenden morphologischen und durch den Aktivitats- 
verlust sich zu erkennen gebenden physiologischen Mutanten zu denken, 
die eine merkliche Veranderung gegeniiber der Ausgangskultur zeigen 
konnen. 

Bei dem Versuch, eine gesunkene Antibioticabildung zu‘reaktivieren, 
war die zur Austestung genommene Zahl von 100 Kinsporkulturen zu 
gering. Nach dem prozentualen Ergebnis zu urteilen, diirften 200 Kin- 
sporkulturen die notwendige Anzahl gewesen sein, um bei jedem Stamm 
Erfolg zu haben. 

Die Bestrahlungsversuche mit den Polyenbildnern Streptomyces- 
Stamm ,,4/122“ und ,,1710/37d" zeigten das beste Ergebnis. Zur ver- 
bindlichen Aussage, da Polyenbildner gut geeignet sind zur Aktivitats- 
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steigerung durch Strahleneinwirkung, ist die Zahl der bisher durch- 
gefiihrten Untersuchungen allerdings zu gering. 

Bei den vielerorts durchgefiihrten Arbeiten zur Auffindung neuer 
Antibiotica bzw. ihrer Reindarstellung ist eine méglichst hohe Anti- 
bioticabildung des betreffenden Strahlenpilz- oder Pilzstammes stets 
erwiinscht. Die beschriebene Methode in den vorliegenden Untersuchun- 
gen stellt einen relativ schnellen Weg zum gewiinschten Erfolg dar und 
diirfte allgemein zu empfehlen sein. Die Methode kann auch dort durch- 
gefiihrt werden, wo kein eigenes Bestrahlungsgeraét vorhanden ist und 
man auf Krafte angewiesen ist, die bisher noch keine Erfahrungen auf 
dem Gebiete der Strahlungsbiologie besitzen. Ein eventuell erforderlicher 
Transport der bestrahlten Ausgangskultur vom Bestrahlungsgerat zum 
Arbeitsort 1iBt sich mit einer Mycelkultur auf Agar, deren Sporen in 
Luft als umgebendem Medium bestrahlt worden sind, leichter und mit 
geringeren Fremdeinwirkungen durchfiihren als mit einer bestrahlten 
Sporensuspension. 

Zusammenfassung 

Durch Einwirkung von hohen Dosen Roéntgenstrahlen (120000 bis 
130000 r), die eine Abtétungsrate von 99,85 + 0,1°/, zur Folge hatten, 
war es moglich, die Antibioticabildung von Streptomyceten-Staémmen zu 
steigern. Die Bestrahlung der Ausgangskultur erfolgte auf Hafermehl- 
agar. Die Sporen dieser Kultur befanden sich wahrend der Strahlen- 
einwirkung am Luftmycel in Luft als umgebendem Medium. 

Wegen ihrer geringen Uberlebensrate war die Gewinnung von Ein- 
sporkulturen durch Ausstreichen einer geringen Sporenmenge auf einer 
Agarplatte gut méglich. 

Vom Streptomyces-Stamm Labornummer ,,4/122‘‘, einem Polyen- 
bildner, konnten nach drei Bestrahlungsschritten Einsporkulturen aus- 
gelesen werden, deren Aktivitaét gegeniiber der Ausgangskultur auf das 
17fache gesteigert war. Die Austestung erfolgte mit Fusariwm culmorum 
in einer Sporenkeimpriifung. 

Ist nach einer Bestrahlung die Uberlebensrate von Streptomyceten- 
sporen sehr gering, so lassen sich mit der beschriebenen Methode leicht 
Einsporkulturen herstellen, auch wenn die Sporen noch in Ketten zu- 
sammenhangen. Kintretende morphologische und physiologische Ver- 
anderungen durch die Bestrahlungen sind hierbei zu erwarten. 

Kine abgesunkene Antibioticabildung konnte bei verschiedenen 
Streptomyceten-Stémmen durch Réntgenstrahlen reaktiviert werden. 
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Beitriige zur Wirkung exogener makromolekularer 
Wachstums-Stimulatoren 


II. Die Wirkung von Agar-Hydrolysaten und die Anreicherung des 
aktiven Prinzips 


Von 
K. V. WEIHE 


Mit 1 Textabbildung 
(Hingegangen am 11. Februar 1961) 


Die bisherigen Untersuchungen iiber die Wirkung des im Agar 
enthaltenen wachstumsstimulierenden Prinzips haben mit Hilfe von 
Phycomyces blakesleeanus ergeben (siehe I. Mitteilung, v. WEIHE 1958), 
daB das Wachstum des Pilzes ebenso wie durch Agar auch durch die 
partiellen Hydrolysate bis zum 2,7fachen der entsprechenden Kontrollen 
gefordert wird. Der prahydrolytische Faktor ist sehr wahrscheinlich mit 
dem posthydrolytischen identisch und saurestabil. Eine Verunreinigung 
der Ausgangssubstanz ist unwahrscheinlich, da speziell gereinigte, ver- 
wandte Substanzen (Dextran, Pektin) eine fast gleich starke Foérder- 
wirkung zeigen. Beziiglich des Wirkungsmechanismus konnte die Ab- 
hangigkeit von der Viscositaét sicher ausgeschlossen werden. Verschie- 
dene Effekte sprechen fiir eine Wirkung auf die Zellwandgrenzflichen. 

Somit muBte versucht werden, das aktive Prinzip anzureichern bzw. 
zu reinigen, um seine Natur sowie seine Eigenschaften — soweit es die 
experimentellen Moéglichkeiten des Hauses zulassen — einzuengen. 


A. Material und allgemeine Methodik 


Zum Nachweis der Wirkung des aktiven Prinzips wurde ebenso wie bei den 
bisherigen Untersuchungen Phycomyces blakesleeanus verwendet (Methodik siehe 
v. WerHE 1958). Jedes Versuchsglied wurde mit fiinf Parallelen angesetzt, jede 
Versuchsserie zwei- bis siebenmal wiederholt. Die Zahlenangaben der Versuchs- 
ergebnisse sind das arithmetische Mittel der Myceltrockengewichte der Parallel- 
kolben; sie geben jeweils das Resultat einer typischen Versuchsserie wieder. Die 
aufgefiihrten Relativwerte beziehen sich auf die zugehérigen agarfreien Kontrollen 
und vergleichen die Myceltrockengewichte der mit Vitamin B, versetzten Lésungen 
untereinander. Trotz eingeschalteter Mast- und Hungerphasen der Phycomyces- 
Stammkulturen sank wahrend der Versuche die Mycelgewichtsbildung bei Gegen- 
wart von 5 y Vitamin B,/20 ml ab und stieg spiiter wieder gering an. Verschiedene 
Kontrollversuche und Kulturaénderungen konnten keine Klarung dieser Erscheinung 
liefern. Die Relationen sind von dieser Produktionsschwankung nach den bisherigen 
Ergebnissen nicht betroffen. 
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Zur Reinigung der Hydrolysate sowie der diversen Fraktionen wurde der Elektro- 
Schnelldialysator nach Brintzinger (Schott, Jena) Nr. 6390 (1000 ml) verwendet!. 

Als Gleichspannungsquelle wurde ein Gleichrichter der Fa. W. Rohde KG, 
Ahrensburg, mit selbstgefertigtem Siebglied (250 uF, 160 Q) sowie den erforder- 
lichen Schiebewiderstinden verwendet. Am Ausgang des Siebgliedes lag ohne 
Belastung ~420 V. Als Elektrodenmaterial wurde fiir Anode und Kathode Platin- 
draht, als Dialysiermembran Cellophan 300 (PT 300, Fa. Kalle u. Co., Wiesbaden) 
verwendet, der AufSenkorb machte 1 U/sec, Anode und Kathode wurden mit je 
31 Aqua dest./Stunde gewaschen (siehe auch Kratz 1937). Das verwendete dest. 
Wasser hatte eine Leitfahigkeit von 3—5 wu Siemens. 

In Vorversuchen wurde die Wirkung des Weichmachers oder sonstiger wasser- 
léslicher oder elektrodialysierbarer Substanzen der Cellophan-Membranen auf die 
Mycelbildung von Phycomyces gepriift. Es ergab sich, da8 im Leerversuch (mit 
Aqua dest.-Fiillung) vom Cellophan 300 in geringem Mafe Stoffe abgegeben werden, 
die die Leitfahigkeit des Waschwassers (Kathode) erhéhen. Bei voller Spannung 
und laufender Elektrodenwasche wurde der Aqua dest.-Wert von 410 V ~10 mA 
nach 100 min erreicht. Laufende Teste des Kathoden-Waschwassers sowie der 
Flissigkeit der Zwischenkammer ergaben, daB hier Substanzen vorliegen, die eine 
sehr geringe Férderung des Phycomyces-Wachstums bedingen. Diese Substanzen 
sind in der Zwischenkammer nach zweistiindiger Vorwasche bei voller Spannung 
nicht mehr nachzuweisen. 

Auf Grund dieser Ergebnisse wurden samtliche Reinigungen erst nach zwei- 
stiindiger Vorwasche der Dialysiermembranen angesetzt. 

Die Kinengung der dialysierten Lésungen erfolgte durch Vacuum-Destillation 
bei 60°C. 

B. Experimenteller Teil 


1. Wirkung neutralisierter Agar-Hydrolysate 
a) Mycelgewichtsproduktion in Abhdngigkeit von der Hydrolyse-Dauer 

Wie aus den bisherigen Untersuchungen hervorgeht (v. WEIHE 1958), 
zeigen die neutralisierten partiellen Hydrolysate bis 12 Std Hydrolyse- 
dauer eine Zunahme des wirksamen Forderprinzips. Bei zwdlfstiindiger 
Hydrolyse mit 7°/, H,SO, und Neutralisation mit Ba(OH), wird die Wir- 
kung des nicht hydrolysierten Agars noch tiberschritten. 

Bei einer Verlangerung der Hydrolysedauer bis 48 Std ergab sich, 
daB nach zwélfstiindiger Hydrolyse mit Hilfe des Phycomyces-Testes 
keine gesicherte Zunahme des wirksamen wachstumsstimulierenden 
Prinzips nachzuweisen ist. Es wurden somit alle Hydrolysen nach zwolf- 
stiindiger Behandlung bei 60°C beendet. 


b) Mycelgewichtsproduktion in Abhingigkeit von der 
Hydrolysat-Konzentration 

Das prahydrolytische Férderprinzip des Agars konnte aus Griinden 
der Gelbildung nur bis zu einer Agar-Konzentration von 0,2°/, untersucht 
werden. Es ergab sich, da bis 0,2°/, Agar die Mycelbildung von Phyco- 
myces gesteigert wird. 

1 Die Anschaffung und Verwendung dieses Geriites ist erst durch eine Beihilfe 
der Niedersachsischen Klosterkammer — wofiir hier vielmals gedankt sei — mog- 


lich gewesen. 
ily 
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Zur Ermittlung der Hydrolysat-Konzentrationsabhangigkeit des 
Phycomyces-Wachstums wurde lufttrockener Agar (I a, Kronenmarke 
DAB 6) mit der zehnfachen Gewichtsmenge 7°/, H,SO, 12 Std bei 60°C 
im Wasserbad unter RiickfluBkihler behandelt, warm durch Glaswolle 
filtriert und mit Ba(OH),-Lésung neutralisiert (py 5). Die Gesamtlésung 
wurde nach dem Abzentrifugieren des Sulfates durch Vacuum-Destilla- 
tion bei 60°C eingeengt. 

Da gleichzeitig mit steigenden Hydrolysat-Zusaitzen die Zucker- 
Konzentration der Kulturfliissigkeit gesteigert wird, wurde in Parallel- 
versuchen die Wirkung steigender Galaktose-Konzentrationen gepriift. 
Die friiher (v. WEIHE 1958) ermittelte Menge der reduzierenden Substan- 
zen nach zwolfstiindiger Hydrolyse (als Galaktose angenommen) wurde 


Tabelle 1. Wirkung neutralisierter Agar-Hydrolysate in steigender Konzentration auf 
die Mycelgewichtsbildung von Phycomyces blakesleeanus nach zehntagiger Kultur 
Dauer der Hydrolyse mit 7°/, H,SO,, neutralisiert mit Ba(OH),, 12 Std 


mittl. Myceltrockengewicht 


Konz. des 


Ausgangs- — mit 5 y Vitamin B,/20 ml 
ge ae Vitamin B, relativ 1 relativ 2 
~ mg mg (bez. (bez. 
1. Kontrolle)|2. Kontrolle) 

1. Kontrolle (Nahrlésung) 0 3,0 20,8 (1,00) 0,86 
Ausgangs-Agar 0,2 4,6 50,5 (2,42) 2,10 
2. Kontrolle (Nahrlosung 

mit neutralisierter 

H,SO,) 0 11,3 24,0 (1,15) 1,00 
Ausgangs-Agar (mit 

neutralisierter H,SO,) 0,2 13,2 61,0 (2,93) 2,54 
neutralisiertes Hydrolysat 0,2 = 61,4 (2,95) 2,55 
neutralisiertes Hydrolysat 0,6 - 80,5 (3,87) 3,50 
neutralisiertes Hydrolysat 0,8 _ 79,9 (3,84) 3,32 
neutralisiertes Hydrolysat 1,0 _— 83,6 (4,01) 3,48 
neutralisiertes Hydrolysat 2,0 = 91,1 (4,37) 3,79 
neutralisiertes Hydrolysat 4,0 _ 0 0 0 


der Konzentrationsreihe zugrunde gelegt. Esergab sich, daB bei Galaktose- 
Zusitzen entsprechend 1—5°/, Ausgangs-Agar zum Teil eine geringe 
wachstumssteigernde Wirkung der Galaktose-Zusitze vorliegt. Die 
Férderung durch Galaktose (mit 5 y Vit. B,/20 ml) betragt bei Zusitzen 
entsprechend 1°/, Ausgangs-Agar das 1,1fache und bei Zusitzen ent- 
sprechend 5°/, Ausgangs-Agar héchstens das 1,4fache der agarfreien 5 y 
Vit. B,/20 ml enthaltenden Kontrolle. Diese relativ geringe Galaktose- 
Wirkung ist in Tab.1 unberiicksichtigt geblieben. 

Phycomyces-Teste mit steigender Hydrolysat-Konzentration ergaben 
allgemein eine erschwerte Reproduzierbarkeit der relativen Mycel- 
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trockengewichte. Es ergab sich eine Optimumkurve mit dem Gipfel 
zwischen 0,6—2°/, der Ausgangs-Agar-Konzentration. Eine Hydrolysat- 
Konzentration entsprechend 4 oder 5°/, Ausgangs-Agar hemmte in 
allen Wiederholungen das Wachstum von Phycomyces véllig. Ein Ab- 
sinken der Mycelbildung mit steigender Hydrolysat-Konzentration war 
bei den einzelnen Testen ungleich. Die Zahl der Sporangientrager nahm 
mit Konzentration iiber 0,6°/, Ausgangs-Agar stark ab, bei 2°/, Agar 
wurden nur einzelne Sporangien beobachtet (Tab. 1). 


Die Hemmung des Mycelwachstums bei hoher Hydrolysat-Konzen- 
tration kann eventuell durch eine Verminderung der Hydratur der Nahr- 
lésung bedingt sein. Zur Abgrenzung dieser Wirkung wurde die Erho- 
hung des osmotischen Wertes der Nahrlésungen beim Zusatz steigender 
Hydrolysat-Mengen kryoskopisch bestimmt, entsprechende osmotische 
Werte in gesonderten Testreihen durch steigende Galaktose-Zusatze zur 
Nahrlésung hergestellt und mit Phycomyces getestet. Es ergab sich, daB 
isosmotische Galaktose-Lésungen keine Wachstumshemmung und keine 
Optimumkurve der Mycelproduktion zur Folge haben. Die Hemmung ist 
somit nicht auf eine Senkung der Hydratur zuriickzufiihren. 

Demnach liegt, wenn wir annehmen, dai das prahydrolytische mit 
dem posthydrolytischen Forderprinzip identisch ist, bei der Mycel- 
bildung von Phycomyces ebenso wie bei den Versuchen mit Bryopsis 
(v. Were 1955) eine Optimumkurve der Oberflachenentwicklung in 
Abhangigkeit von der Agar-Konzentration vor. 


2. Dialyse des Agars und der Agar-Hydrolysate 


Das wirksame Prinzip des Agars kann in Verunreinigungen vorliegen, 
oder aber Beimengungen des Agars kénnen die Wirksamkeit des aktiven 
Prinzips beeinflussen. Es muBte angestrebt werden, den relativ hohen 
Aschengehalt des Agars (SamEc u. IsasEvié 1922; v. WeEIHE 1955) 
herabzusetzen. Zur Reinigung des Agars und der Hydrolysate wurde die 
Elektrodialyse benutzt und im allgemeinen wie bei der Reinigung von 
Gummi arabicum (Kratz 1937) verfahren. Da das wirksame Prinzip 
sdure- und thermostabil ist, konnte mit hohen Spannungen und Strémen 
gearbeitet werden (siehe auch unter Methodik). 


a) Agar-Dialysate 

0,2°/,iger Agar (Kronenmarke) in Aqua bidest. wurde 6 Std elektrodialysiert 
(zu Beginn: 340 V 130 mA; nach 4 Std 40 min: 410 V 25 mA). 

Getestet wurde nach 1, 2, 4 und 6 Std das Kathoden-Waschwasser 
und die dialysierte Agar-Lésung. Es ergab sich mit Hilfe des Phycomyces- 
Testes, daB das wirksame Prinzip nicht dialysierbar ist, das Waschwasser 
zeigte wahrend der ganzen Dialyse eine Mycelproduktion wie die Kon- 
trolle. Der dialysierte Agar konnte nur in 0,1°/jiger Konzentration 
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getestet werden, es ergaben sich die folgenden Relativzahlen der Mycel- 
trockengewichte bei einem Zusatz von 5 y Vit. B,/20 ml: 


Kontrolle (Grundnahrlésung) 1,00 
0,1°/, Ausgangs-Agar 1,94 
0,1°/, Agar nach 1 Std Dialyse 2,33 
0,1°/, Agar nach 2 Std Dialyse 2,30 
0,1°/, Agar nach 4 Std Dialyse 2,19 
0,1°/, Agar nach 6 Std Dialyse 2,33 


Das aktive Prinzip ist demnach durch die Elektrodialyse nicht ent- 
fernt worden. Die fordernde Wirkung war im Vergleich zum Ausgangs- 
Agar regelmaBig + stark erhoht. 


b) Dialyse der Agar-Hydrolysate 


Agar (Kronenmarke) wurde in der oben bereits beschriebenen Weise hydroly- 
siert, die H,SO, mit Ba(OH), neutralisiert und nach dem Zentrifugieren 6 Std im 
Elektrodialysator behandelt (zu Beginn: 350 V 100 mA; nach 5 Std 40 min: 390 V 


Tabelle2. Wirkung dialysierter Agar-H ydrolysate (entsprechend 0,2°/, Ausgangs- Agar ) 
auf die Mycelgewichtsbildung von Phycomyces blakesleeanus nach zehntdgiger Kultur 


Dauer der mittl. Myceltrockengewicht 
Elektro- 


Lésung ohne mit 5 y Vitamin B,/20 ml 


dialyse os = : 
Std Mi ue By mg relativ 

Kontrolle (Nahrlésung) 0 <1 17,4 1,00 
0,2°/, Ausgangs-Agar 0 —1 42,3 2,43 
Ausgangs-Hydrolysat (entsprechend 

0,2°/) Agar) 0 <1 49,6 2,85 
Weichmacher-Kontrolle vor Agar- 

Hydrolysat-Dialyse 2 — 24,3 1,39 
Elektrodialysat (Konz. entspr. Aus- 

gangs-Hydrolysat) 1 -- 57,4 3,29 
Elektrodialysat (Konz. entspr. Aus- 

gangs-Hydrolysat) 2 — 66,6 3,82 
Elektrodialysat (Konz. entspr. Aus- 

gangs-Hysrolysat) 7 — 79,6 4,57 
Elektrodialysat (Konz. entspr. Aus- 

gangs-Hydrolysat) 6 -- 80,4 4,62 


45 mA). Die gréBte Leitfihigkeit lag nach 20 min Behandlung mit 210 V 500 mA 
vor (Strom durch Dimensionierung des Gleichrichters mit Hilfe von Wider- 
stinden begrenzt). 


Getestet wurde nach 1, 2, 4 und 6 Std das Kathoden-Waschwasser 
und das dialysierte Hydrolysat. Das Kathoden-Waschwasser zeigte nach 
der 1. und 2. Betriebsstunde eine stimulierende Wirkung auf Phycomyces, 
das Wachstum wurde bis zum zweifachen der Kontrolle geférdert. Nach 
der 4. und 6. Std hatte das Kathoden-Waschwasser praktisch Kontroll- 
werte. Zu Beginn der Dialyse des Hydrolysats wird somit im Gegensatz 
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zu der des Ausgangs-Agars ein Anteil des aktiven Gesamtprinzips aus- 
gewaschen. 

Das dialysierte Hydrolysat zeigte bis zur 6. Std eine Zunahme der 
wachstumsstimulierenden Wirkung des aktiven Prinzips (Tab.2), eine 
Hydrolysat-Konzentration entsprechend 0,2°/, Ausgangs-Agar forderte 
die Mycelbildung bis zum 4,6fachen der Kontrolle bzw. bis fast zum 
zweifachen des 0,2°/, Ausgangs-Agars. Fiir diese Aussage gilt dagegen 
das gleiche, was in der I. Mitteilung (v. Were 1958, p. 35—36) aus- 
gefiihrt wurde: Die Reproduzierbarkeit der absoluten Gewichte ist von 
bisher nicht tibersehbaren Faktoren beeinfluBt. Es ergibt sich somit 
zusammenfassend, dafs durch eine Elektrodialyse der Agar-Hydrolysate 
die Wirksamkeit der aktiven Komponente gesteigert wird. Dieser Effekt 
mu vorerst auf die Reinigung des Hydrolysats zuriickgefiihrt werden. 


3. Anreicherung des aktiven Prinzips 


a) Ausschiitteln der Hydrolysate mit verschiedenen Lésungsmitteln 

Agar-Hydrolysate wurden mit Ather, Chloroform, Benzin und Petrolather 
(samtlich frisch destilliert bzw. der Reinheitsgrad zur Chromatographie) aus- 
geschiittelt, die Phasen getrennt nach Abdampfen der Lésungsmittel sowie die Lé- 
sungsmittel allem nach Abdampfen als Leerproben mit Phycomyces getestet. 

Ks ergaben sich mit allen Phasen wechselnde Férderungen des Mycel- 
gewichtes von Phycomyces. Es lieB sich nachweisen, da auBerst geringe 
Spuren der Lésungsmittel selbst eine Stimulierung der Mycelbildung 
bedingen!. Es wurde nach dem Abdampfen (bis zur Geruchsfreiheit) der 
in den Leerproben verwendeten frischen Lésungsmittel eine Forderung 
bis zum zweifachen der Kontrollen festgestellt. Als gesichert darf ledig- 
lich angesehen werden, da8B das aktive Prinzip nicht durch Benzin und 
Petrolather zu trennen ist. Die hohe Sensibilitat des Testorganismus la Rt 
keine weitere gesicherte Aussage zu. 


b) Ausschiitteln der Dialysate mit Aktivkohle 


Das dialysierte Agar-Hydrolysat wurde mit Aktivkohle (15g Kohle/12 ml 
Dialysat) nach Verdiinnung mit Aqua bidest. 1 Std maschinell geschiittelt. Die 
Kohle wurde abzentrifugiert, das Zentrifugat in 6—12°/, HCl bzw. in 6—12°/, 
NaOH-Lésung suspendiert und wiederum 1 Std maschinell geschiittelt, nach dem 
Abzentrifugieren der Kohle und Neutralisieren der dekantierten Lésung getestet. 

Es ergab sich, da8 durch Aktivkohle ein Teil des wirksamen Prinzips 
gebunden wird. Dieser Teil lé8t sich durch Ausschiitteln mit 12°/, 
NaOH-Lésungen zum Teil eluieren (Tab.3). Wiederholtes Ausschiitteln 
ergab, daB nach zweimaliger Behandlung des ersten Kohlezentrifugates 
mit 12°/, NaOH praktisch die gesamte adsorbierte Menge des wirksamen 


1 Das gleiche gilt fiir Versuche, die zur Reinigung des lufttrockenen Agars mit 
Pyridin und Butanol durchgefiihrt wurden. Hier wirken ebenso geringste Spuren 
der Reinigungsmittel fordernd auf das Mycelwachstum von Phycomyces (siche auch 
die Versuche von STEINHOFF 1955). 
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Prinzips eluiert ist (Tab.3). Die niedrigen Mycelgewichte der Tab.3 sind 
durch die hohe Salzkonzentration (NaCl) der neutralisierten NaOH- 
Eluate bedingt. 

Zusammenfassend ist festzustellen, daB das aktive Prinzip an Kohle 
adsorbierbar und durch NaOH-Lésungen eluierbar ist. Uber Kohle ist 
somit eine Anreicherung des aktiven Prinzips méglich. 


Tabelle 3. Anreicherung des aktiven Prinzips des dialysierten Agar-Hydrolysates an 
Aktivkohle und Wirkung saurer sowie alkalischer Eluate (neutralisiert) auf die M ycel- 
gewichtsbildung von Phycomyces blakesleeanus nach zehntdgiger Kultur 
Konzentrationen entsprechend 0,2°/, Ausgangs-Agar 


mittl. Myceltrockengewicht 


mit 5 y Vitamin B,/20 ml 


Lésung ohne 
Vitamin B, relativ 1 relativ 2 
mg mg (bez. (bez. 
|1. Kontrolle)/2. Kontrolle) 
1. Kontrolle (Nahrlosung) <1 18,2 (1,00) 1,01 
2. Kontrolle (mit neutral. HCl) <al 17,9 (0,98) 1,00 
Lésung nach Ausschiitteln mit Kohle oh 32,2 (1,76) 1,79 
6°/, HCl-Eluat (neutralisiert) <a) 24,7 (1,35) 1,37 
6°/, NaOH-Eluat (neutralisiert) <1 59,9 (3,29) 3,34 
1. Kontrolle (Nahrlésung) ad 23,6 (1,00) LAG A! 
2. Kontrolle (mit neutral. NaOH) _ 13,3 (0,56) 1,00 
Lésung nach Ausschiitteln mit Kohle — 33,2 (1,40) 2,49 
1. Eluat mit 12°/, NaOH (neutralisiert) _ 27,2 (0,86) 2,04 
2. Eluat mit 12°/, NaOH (neutralisiert) -- 22,6 (0,95) 1,69 
3. Eluat mit 12°/, NaOH (neutralisiert) — 16,6 (0,70) 1,24 


c) Anreicherung im Papierchromatogramm 


Nach den friiheren Ergebnissen (v. WEImHE 1958) enthielt das Chro- 
matogrammpapier Schl. & Sch. Nr. 2043 b (Bezugsjahre 1956, 1957) selbst 
eine stimulierende Komponente, die eine Bestimmung des Ry-Wertes des 
chromatographierten Férderprinzips ausschlo8. Eine Untersuchung der 
von der gleichen Firma 1960 bezogenen Papiere (Schl. & Sch. Nr. 2043b 
mattiert) ergab, dali diese Papiere frei von einem Phycomyces-fordernden 
wirksamen Komplex sind. 

Somit konnte wie folgt vorgegangen werden: 

Agar wurde wie oben hydrolysiert und mit Ba(OH), neutralisiert, nach dem 
Abzentrifugieren von BaSO, durch Vacuum-Destillation bei 60°C eingeengt. Nach 
Auftropfen dieses eingeengten neutralisierten Hydrolysates auf acht Startpunkte 
wurde aufsteigend 16 Std mit Butanol-Athanol- Wasser (5:1:4, Hirst u. Jones 
1949) chromatographiert und luftgetrocknet. Die Laufstrecke wurde in zehn gleich 
breite Streifen zerschnitten, die Streifen getrennt mit 200 ml Aqua bidest. aus- 
gekocht, das Eluat nach Entfernen des Papiers im Vacuum bei 60°C auf 50 ml 


eingeengt und entsprechend einer Konzentration von 0,2°/, des Ausgangsagar mit 
Phycomyces und 5 y Vit. B,/20 ml getestet. 
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Nach Abb.1b ergibt sich, daB sich die wirksamste Komponente des 
Hydrolysates in den Streifen vorfindet, dessen R;-Wert zwischen 0,2 und 
0,3 liegt. Alle tibrigen Eluate zeigen wesentlich geringere Férderungen 
des Phycomyces-Wachstums. 

Parallel hierzu mit Phthalséure/Anilin und Diphenylamin/Trichlor- 
essigsaure entwickelte Chromatogramme weisen einen Zucker mit mittle- 
rem Rr von 0,30 (Rez 0,39) aus. 

Eine eindeutige Bestimmung dieses sy 
Zuckers sowie eine solche der aS 
wirksamen Substanz ist zur Zeit 

mit den Mitteln des Hauses nicht 94 


moglich. bp 
Nicht hydrolysierter Agar zeigt 
dagegen bei der gleichen chroma-  _g2 
tographischen Trennungsmethode 
die gréBte Forderung des Mycel- 0 50. mg 
wachstums am Startpunkt im Ry- 40 


Streifen O—0,1 (Abb. 1a). 
Der wirksame Komplex 1aBt 42 
sich also papierchromatographisch 
nicht von dem unzerstérten Agar- 
Molekiil trennen. Dieser Komplex O4 
ist somit offenbar ein Teil des Agar- 
Molekiils und keine Beimengung. 
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C. Diskussion 0 50. ™g 
‘4 Abb. 1. Re-Werte des Agar-Férderkomplexes 
é Auf Grund der Versuchsergeb im Papierchromatogramm; Nachweis mit Hilfe 
nisse ist festzustellen, daB eine des Myceltrockengewichtes von Phycomyces 
G se blakesleeanus: a nicht hydrolyiserter Agar; 
wirksame wachstumsfordernde b hydrolysierter Agar. (Die Chromatogramm- 
Komponente des Agars vor und streifen geben die bisher nachgewiesenen redu- 
hb ei hwefel: Hyvdr. zierenden und nicht reduzierenden Zucker bzw. 
ne MAS BR ea yy 07 Zuckerderivate an.) Methodik siehe Text 
lyse vorliegt, die sich in ihrer Wir- 
kung auf Phycomyces gleich verhalt. Das Wachstum von Phycomyces bei 
hohem Vit. B,-Angebot wird um mehrere 100°/, gesteigert. Diese Wachs- 
tumssteigerung ist von der Konzentration des férdernden Prinzips ab- 
hangig und zeigt eine Optimumkurve. Das Absinken der Mycelbildung 
bei hohen Hydrolysatkonzentrationen ist nicht auf eine Herabsetzung der 
Hydratur zuriickzufiihren. Somit ist ein Vergleich mit den Ergebnissen 
bei Bryopsis (v. WEIHE 1955) méglich. Bei Bryopsis ergab sich ein 
Optimum der Férderung der Seitenaste ohne Verbindung mit 0,05°/, 
Agar, wahrend bei Phycomyces das Optimum zwischen 0,6—2°/) Agar liegt. 
Durch eine Elektrodialyse 1a8t sich die Férderwirkung des Ausgangs- 


Agars noch steigern. Das wirksame Prinzip ist hier im Gegensatz zu den 


250 K. v. WEIHE: 


Agar-Hydrolysaten nicht dialysierbar. Hieraus folgt, 1. da Beimengun- 
gen geringer PartikelgréBe oder Teilchen mit Eigenladung die Wirksam- 
keit des Férderprinzips herabsetzen, 2. daB das Foérderprinzip zu den 
Bausteinen des Agar-Molekiils gehort und 3. da nach einer Hydrolyse 
das Férderprinzip mit Bausteinen vorliegt, deren GroBe — wenn auch 
nur sehr erschwert — ein Passieren der Dialysiermembranen zulaBt. 

Unter der Voraussetzung, daB die praihydrolytischen und posthydro- 
lytischen Férderkomplexe identisch sind, ergibt sich aus dem Vergleich 
der chromatographierten Lésungen, daB dieser Férderkomplex ein 
Bestandteil des unzerstérten bzw. des nicht hydrolysierten Agar- 
Molekiils ist. Er ist also nicht auf eine Beimengung oder Verunreinigung 
zuriickzufiihren, die sich mit Hilfe des verwendeten Lésungsmittel- 
gemisches (Butanol-Athanol-Wasser) aus dem unzerstorten Agar-Molekiil 
herauslésen 14Bt. Dieser Komplex férdert in beiden Fallen im hydroly- 
sierten und nicht hydrolysierten Zustand das Mycelwachstum, kommt also 
unter der Voraussetzung, daB die wachsende Phycomyces-Zelle keine 
hydrolytische Spaltung des Agar-Molekiils vornimmt, auch dann zur 
Wirkung, wenn eine Permeabilitat oder Intrabilitat sicher ausgeschlossen 
ist. 

Wenn ein solches Férderprinzip im hydrolysierten und im nicht 
hydrolysierten Zustand des Makromolekiils wirksam ist, so bestehen zwei 
Méglichkeiten der Wirkung: 1. Das wirksame Prinzip wird durch enzy- 
matische Aktivitat des Testorganismus aus dem makromolekularen 
Komplex herausgelést, konnte somit eventuell permeieren oder 2. das 
wirksame Prinzip liegt mit einer bestimmten Struktur bzw. mit bestimm- 
ten physikalisch-chemischen Eigenschaften des unzerstérten Agar- 
Molekiils vor, ware impermeabel und kénnte somit nur auBerhalb des 
Protoplasten wirken. 

Die erste Wirkungsweise ist nicht sicher auszuschlieBen, da der Nach- 
weis des Férderprinzips nur mit Hilfe eines Testorganismus méglich 
ist. Trafe diese Méglichkeit einer enzymatischen Hydrolyse zu, so ware 
diese Fahigkeit fiir alle bisher untersuchten und im Wachstum gefor- 
derten "Testorganismen (Phycomyces, Mucor, Aspergillus, Penicillium, 
Spirogyra, Bryopsis, Wurzelhaare héherer Pflanzen etc.) zu fordern. 
Beweise fiir eine solche allgemein verbreitete Eigenschaft der enzy- 
matischen Hydrolyse von Agar stehen aus. 

Die zweite Wirkungsweise umfaBt zwei mégliche Mechanismen: 1. Das 
Agar-Molekiil besitzt im Bereich der formativ wirksamen Bausteine auf 
Grund elektrischer Ladungsverteilung die Fahigkeit als Ionenaustauscher 
zu wirken. 2. Die formativ wirksamen Bausteine des Agar-Molekiils 
werden auf Grund ihrer physikalisch-chemischen Eigenschaften an den 


Zellwandmolekiilen adsorbiert oder in lockere Valenzbindungen iiber- 
fiihrt. 
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Da aber beim Vergleich aller bisher als formativ wirksam erkannten 
Substanzen (v. WErHE 1955, 1958) weder bei allen diesen Substanzen 
eine Ionenaustauschfahigkeit noch die Méglichkeit von Valenzbindungen 
vorliegt, so verbleibt lediglich die Méglichkeit einer Wirkung auf den 
energetischen Zustand der Grenzfliche Zellwand-Nahrlosung bzw. Zell- 
wand-Agar-Molekiil. 

Der L- und &-Faktor des Agars (Brrancourt u. Mitarb. 1950 usw., 
siehe v. WEIHE 1958) ist nach den bisherigen Untersuchungen identisch 
mit dem hier genannten Férderprinzip. Die beiden bei Brrancourt 
getrennten Kigenschaften (Férderung von Langenwachstum [= L] und 
Steigerung der Anzahl der Verzweigungen [= R]) treten bei den eigenen 
Versuchen als ein einziger Faktor konzentrationsabhangig auf. Eine 
niedrige Konzentration des Férderprinzips steigert das Langenwachstum, 
wahrend eine hohe Konzentration die Verzweigung der Hyphen und 
somit die Anzahl wachsender Zellwandareale steigert. Es liegt also auch bei 
Phycomyces die gleiche konzentrationsabhangige Agar-Wirkung vor wie 
bei Bryopsis (v. WEE 1955, 1960). Eine solehe Formanderung, der 
mechanische Anderungen im Bereich der Zellwand zugrunde liegen 
miissen, laBt sich schwerlich mit Hilfe freier Ionenaustauschvorginge in 
der Nahrlésung deuten. Eine Interpretation dieser Formeffekte mit Hilfe 
energetischer Anderungen an der Grenzflaiche Zellwand-Nahrlésung 
bereitet dagegen keine Schwierigkeiten. 


Zusammenfassung 

1. Das wachstumsstimulierende Prinzip im Agar wird mit Hilfe der 
Mycelproduktion von Phycomyces blakesleeanus im Sattigungsbereich von 
Vit. B, untersucht. 

2. Das Forderprinzip liegt in Ausgangs-Agar und Hydrolysaten vor. 
Bei steigender Hydrolysat-Konzentration zeigt das Mycelwachstum eine 
Optimumkurve. Die Hemmung des Wachstums bei hoher Hydrolysat- 
Konzentration ist nicht durch eine verminderte Hydratur bedingt. 

3. Durch Elektrodialyse des Ausgangs-Agars 1a8t sich die Wirksam- 
keit des Férderprinzips steigern. Das Férderprinzip ist bei der Reinigung 
von Ausgangs-Agar nicht, bei der von Hydrolysaten schwer elektrodialy- 
sierbar. 

4. Das wachstumsstimulierende Prinzip der Hydrolysate laBt sich zum 
Teil an Aktivkohle adsorbieren und mit 12°/, NaOQH-Losung eluieren. 

5. Im Papierchromatogramm zeigt das Forderprinzip der Hydrolysate 
einen Ry-Wert von ~0,30 (Re, ~0,39). Von dem nicht hydrolysierten 
Agar lat sich das Férderprinzip dagegen papierchromatographisch nicht 
trennen. Das Férderprinzip ist somit Bestandteil des unzerstérten Agar- 
Molekiils und keine Verunreinigung. 
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6. Die Ergebnisse werden diskutiert. Der Wirkungsmechanismus 
beruht sehr wahrscheinlich auf energetischen Anderungen an der Grenze 
Zellwand-Nahrlosung. Der L- und R-Faktor tritt konzentrationsabhangig 
auf und liegt mit dem hier untersuchten Foérderfaktor vor. 


Die Versuche wurden durch eine apparative Beihilfe der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft unterstiitzt. 
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Aus dem Botanischen Institut der Universitat zu Kéln 


Zur Konstanz der Aminosiiurenzusammensetzung 
im Eiwei8anteil des Tabakmosaikvirus 


Ill. Elektrophoretische Untersuchungen an TMV-Priparaten 
verschiedener Herkiinfte * 
Von 
H. G. AACH 


(Hingegangen am 24. Februar 1961) 


Verschiedene Stémme des Tabakmosaikvirus (TMV), welche auf 
Grund der abweichenden Symptome, die sie auf den Wirtspflanzen her- 
vorriefen, erkannt und isoliert worden waren, unterschieden sich in 
zahlreichen untersuchten Fallen ebenfalls in der analytischen Zusammen- 
setzung ihres EHiweiBanteiles (Knicur 1947; Buack and Knicut 1953). 
Nachdem neuere Methoden fiir die quantitative Bestimmung von Amino- 
sduren zur Verfiigung standen, lieB sich zeigen, daB diese Unterschiede 
zwischen Mutanten im einfachsten Fall im Austausch einer Aminosaure 
gegen eine andere bestanden und daB sich solche Unterschiede in jeder 
der etwa 2200 Untereinheiten einer Partikel wiederholten (AacH 1958). 

Die Veranlassung fiir eine Synthese von Polypeptidketten mit ver- 
anderter Aminosaurensequenz war allein in der Mutation der Virus-Ribo- 
nucleinsdure (RNS) zu suchen, die sich durch die Abanderung der Infek- 
tionssymptome auf den Wirtspflanzen bemerkbar gemacht hatte. Denn 
die vom ViruseiweiB abgetrennte RNS des TMV geniigt, um eine Virus- 
vermehrung auf den Pflanzen einzuleiten (GIERER u. SCHRAMM 1956). 
Es ist daher sicher, daB die EiweiBhiille des TMV fiir die Umstellung des 
Zellstoffwechsels auf Virussynthese nicht erforderlich ist. Die RNS 
des TMV muB somit nicht nur die Fahigkeit zur ,,Autoreduplikation* 
besitzen, sondern auch noch die Information fiir die EiweiBsynthese 
tragen. Offen war allerdings die Frage, welchen Einflu8 die Pflanzenzelle 
auf die ViruseiweiBsynthese auszuiiben vermag. In zwei vorhergehenden 
Untersuchungen war versucht worden, diese Frage zu beantworten. 

Zuerst wurden Praparate von zwei Virusvermehrungen analytisch 
verglichen, von denen eine unter normalen Gewachshausbedingungen 
und die andere bei einer Kulturtemperatur von 35° C durchgefiihrt wor- 
den waren (AacH 1960). Die quantitative Aminosaurenanalyse des Virus- 
eiweiBes der beiden Herkiinfte ergab keine Unterschiede. Der durch die 
Extremtemperatur veranderte Stoffwechsel vermochte zwar die Sym- 
ptome der Virusinfektion auf den Pflanzen zu beeinflussen, die Higen- 
schaften des Viruseiweifes waren aber unverandert. Hine zweite Unter- 


* Durchgefiihrt mit einer Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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suchung sollte versuchen zu klaren, ob woméglich die Eigenschaften des 
TMV-Eiweifes ganz oder teilweise in der Pflanzenzelle genetisch fest- 
gelegt sind (AacH 1961). Bei Verimpfung verschiedener Virusstamme auf 
Nichtsolanaceen (Phlox drummondii und Phacelia tanacetifolia) blieben 
jedoch die fiir die einzelnen Virusstémme charakteristischen Eiweif- 
spezifitaten erhalten. Es waren die gleichen Aminosdurendifferenzen zu 
beobachten, die von Vermehrungen auf Tabak her bereits bekannt waren. 

Gegen derartige Aminoséurenanalysen lat sich stets einwenden, daB 
sie einen Platzwechsel von Aminosauren innerhalb der Peptidkette sowie 
Unterschiede in der Amidierung unberiicksichtigt lassen. Diese Eigen- 
schaften kénnten durch eine vollstandige Sequenzanalyse erfaBt werden, 
wie sie bisher jedoch nur fiir den Normalstamm durchgefiihrt worden ist 
(ANDERER u. a. 1960; Tsvarra u. a. 1960). Unterschiede im Amidierungs- 
grad miiBten sich aber auch in einer elektrophoretischen Untersuchung 
auffinden lassen. Falls Unterschiede in der Tertiaérstruktur zwischen ver- 
schiedenen EiweiBpraparaten vorligen, kénnte man unter Umstanden 
durch die Elektrophorese darauf ebenfalls Hinweise erhalten. 


Material und Methoden 


Vergleichend untersucht wurden 1. zwei Viruspraparate vom TMV-Stamm 
thermophilum, von. denen eins aus einer Vermehrung unter Gewachshausbedingun- 
gen, das andere aus einer Kultur bei 35° C stammte; 2. die TMV-Staimme vulgare, 
flavum und dahlemense in Praparaten, die a) gleichzeitig auf Tabak und Phlox und 
b) gleichzeitig auf Tabak und Phacelia herangezogen waren. Alle Praparate stamm- 
ten aus Virusklonen, die fiir diese Versuche aus Einzelherden frisch isoliert worden 
waren. Die Anzucht der Klone und die Darstellung der Praparate wurden in den 
vorangehenden Mitteilungen beschrieben (AacH 1960). 

Die elektrophoretischen Untersuchungen wurden mit einer Tiselius-Apparatur 
durchgefiihrt, die in der institutseigenen Werkstatt angefertigt worden war. Die 
optische Zelle hatte ein Fassungsvermégen von 2,3 ml Analysenlésung. Die Beob- 
achtung der Gradienten erfolgte nach der Methode der gekreuzten Spalte 
(Svensson 1940). Die Wanderungsgeschwindigkeit wurde in HCl-Veronal-Acetat- 
puffer nach MIcHAELIS von einer Ionenstarke von 0,075 und bei einer Temperatur 
von 4° C bestimmt. Die Konzentration des Virusnucleoproteids betrug 0,3°/), die 
Feldstirke 8,3 V/cm bei einer Stromstirke von 10 Milliamp. Die Virusstiémme 
wurden bei px 7,6 verglichen, da nach den Kurven der pp-Abhangigkeit der Virus- 
beweglichkeit von Scuramm (1946) und Kramer (1957) in diesem Bereich geringe 
pu-Unterschiede keine Anderung der Wanderungsgeschwindigkeit bedingen. Die 
Versuchslésungen wurden 3 Tage bei Zimmertemperatur gegen den Elektrophorese- 
puffer dialysiert. 

Ergebnisse und Diskussion 


Die Ergebnisse der elektrophoretischen Messungen sind in der Tabelle 
zusammengefaht. Die Zahlen stellen Mittelwerte aus gut iibereinstimmen- 
den Doppelbestimmungen dar. Weder zwischen den thermophilum- 
Praparaten aus verschiedener Kulturtemperatur noch zwischen den 
Praparaten der einzelnen Stémme von verschiedenen Wirten traten 
signifikante Unterschiede auf. 
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Beim py-Wert 7,6, bei dem die vorstehenden Untersuchungen durch- 
gefiihrt wurden, sind die polaren Gruppen des TMV-Proteins dissoziiert. 
Kin Test unter diesen Bedingungen 1a8t also auch Riickschliisse auf einen 
einheitlichen oder unterschiedlichen Amidierungsgrad der Dikarbonsauren 
zu. Da zwischen den Praparaten der gleichen Stamme aus verschiedenen 
Herkiinften keine gesicherten Differenzen in den elektrokinetischen Higen- 
schaften auftraten, waren Unterschiede im Amidierungsgrad auszu- 


Tabelle. Vergleich der elektrophoretischen Beweglichkeit von vier TMV-Stimmen bei 
der Anzucht unter verschiedenen Kulturbedingungen 
EiweiBkonzentration 0,3°/, in Michaelis-Puffer vom py-Wert 7,6 und einer Ionen- 
starke von 0,075, Feldstarke 8,3 V/cm. Zum Vergleich ist in der letzten Spalte die 
Beweglichkeit der Stiémme nach Kramer (1957) aufgefiihrt 


TMY-Stamm Praparat Re) pacayonen 3 aaBest 
thermophilum A. Normalbedingungen 8,48 8,5 
35°-Kultur 8,31 
B. Normalbedingungen 8,53 
35°-Kultur 8,35 
vulgare Tabak 8,64 8,5 
Phlox 8,46 
Tabak 8,62 
Phacelia 8,48 
flavum Tabak 6,98 6,5 
Phlox 6,80 
Tabak 6,75 
Phacelia 6,99 
dahlemense Tabak 9,71 9,7 
Phlox oe 
Tabak a 
Phacelia 9,83 


1Der Wert konnte wegen Erschépfung des Materials nicht mehr bestimmt werden. 


schlieBen. Auf eine zusatzliche Amidbestimmung konnte deshalb hier 
verzichtet werden (Quantitative Angaben iiber die Amidierung der unter- 
suchten Stémme siehe AacH 1958). Weiterhin ist es sehr wahrscheinlich 
geworden, daB die jeweils verglichenen Proteine nicht nur in der Amino- 
siurenzusammensetzung sondern ebenfalls in der Gesamtstruktur tiber- 


einstimmten. 

In Spalte 4 der Tabelle sind die Werte der elektrophoretischen Beweg- 
lichkeit aufgefiihrt, die Kramer 1957 fiir die verschiedenen Staémme angegeben hat. 
(Die Tabellenwerte wurden vom Verfasser aus einer Kurve ermittelt.) Da sowohl die 
Elektrophorese-Apparatur der Versuche des Jahres 1957 als auch die hier benutzte 
nach den Angaben des Verfassers gebaut wurde, durfte man die gleichen Werte fiir 
die Beweglichkeiten der Staémme wieder erwarten, soweit sie von der Methode ab- 
hangig sind. Das trifft auch fiir die Stimme vulgare, dahlemense und thermophilum. 
zu. Auffallend ist aber ein Unterschied bei flavwm gegentiber den Daten von 1957. 
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Wegen der groBen Mutabilitat des TMV ist es nicht unwahrscheinlich, daB bei den 
Einzelherdpassagen, die zur Gewinnung von Klonen vor Beginn dieser Versuche 
durchgefiihrt wurden, trotz der Symptomkontrollen eine neue Mutante isoliert 
worden ist, die nicht in allen Eigenschaften mit dem friiher untersuchten Stamm 
iibereinstimmte. Derartige Differenzen sind jedoch fiir das Ergebnis dieser Unter- 
suchungen ohne Belang. 


Somit ergaben auch die elektrophoretischen Analysen keinen Hinweis 
auf eine Modifizierbarkeit des EiweiBanteiles des TMV durch die Natur 
der Wirtszelle oder durch eine Beeinflussung des Stoffwechsels waihrend 
der Virusvermehrung. Die Eigenschaften des ViruseiweiBes blieben bei 
den Variationen der Virussynthese stets konstant und waren ausschlieB- 
lich durch den Virusstamm bestimmt, mit dem infiziert worden war. 


Summary 

Different cultural temperatures (greenhouse and constant tempera- 
ture room at 35°C) or different hosts (non-solanaceous plants) had 
no influence on the amino acid composition of the proteins of certain 
tobacco mosaic virus strains (AacH 1960, 1961). The protein analyses 
have now been completed by estimating the electrophoretic mobility of 
the different viral preparations. The new data confirm that the charac- 
teristics of TMV protein are constant in spite of variations of synthesis 
conditions and depend only upon the infecting strain. 
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Aus dem Botanischen Institut der Techn. Hochschule Braunschweig 


Auftreten und Charakterisierung ,,vegetativer Mutanten“ 
von Saccharomyces cerevisiae bei Langfirbungen 
mit Acridinorange 


Von 
HANS JOACHIM BOGEN und GUNDA KRAEPELIN 


Mit 14 Textabbildungen 
(Hingegangen am 13. Marz 1961) 


Nachdem das Acridinorange zunachst als ,,Vitalfarbstoff in die 
Literatur eingegangen ist, wendet man sich heute in zunehmendem MaBe 
der Vielfalt seiner Wirkungen als Stoffwechselgift zu. Dies um so mehr, 
als es an zentralen Regelungsorten einzugreifen scheint. 

Bei ihren Untersuchungen iiber Proteinabbau und Atmungshemmung 
in Gegenwart von Acridinorange beobachteten BocEn u. EvstE (1955) 
an Backerhefe bereits nach wenigen Stunden eine vollige Sistierung des 
Wachstums. Nach 24 Std oder noch spiter setzte jedoch in den scheinbar 
abgetéteten Hefeproben eine deutliche Zellvermehrung ein, die in einigen 
Fallen noch intensiver war als in den unbehandelten Kontrollkulturen. 
Verfasser vermuteten, daB dem eine Selektion von solchen Zellen zu- 
grunde lage, die durch adaptive Stoffwechselumstellung oder aber durch 
Ausbildung eines ,,Entgiftungsmechanismus‘‘ ausgezeichnet waren. 

Ausgehend von diesen Beobachtungen haben wir nunmehr versucht, 
die durch lingere Einwirkung des Farbstoffes gesetzte Anderung der 
einheitlichen Population einer Reinhefe zu verfolgen, neu auftretende 
Populationspartner morphologisch und physiologisch, insbesondere im 
Hinblick auf das Phinomen der ,,petites colonies“, zu charakterisieren, 
sowie deren Wechselbeziehungen zu erfassen. 


Material und Methodik 


Das Versuchsmaterial entstammte der Reinkultur eines Saccharomyces cere- 
visiae (Stamm A), der aus frischer Prefhefe durch Ein-Zellisolierung gewonnen 
wurde. 

Die Bestimmung der Suspensionsdichte erfolgte in der Thoma-Zahlkammer: 
Aus zwei Tropfen jeder Probe wurden zehn Areale (0,04 wl) ausgezahlt und die Zell- 
zahl je Mikroliter errechnet. 

Als Kulturmediwm wurde ausschlieBlich die Naihrl6sung nach SCHOPFER ver- 
wendet. Nach fraktionierter Dampfsterilisation lag ihr py-Wert zwischen 4,2 


und 4,5. 
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Fiir die Versuchsreihen wurde die Hefe 24 Std alter Abimpfungen auf Biomalz 
48 Std in reichlich aq. dest. ausgehungert. Das abzentrifugierte Zellmaterial ergab 
die Stammsuspension, mit der die Nahrlésung in der gewiinschten Suspensions- 
dichte beimpft wurde. Die Vorbehandlung in aq. dest. steigerte erheblich die An- 
filligkeit der Zellen gegen Acridinorange (AO) sowie die Einheitlichkeit ihres Ver- 
haltens. Kultur bei 24° C und Probeentnahme erfolgten unter sterilen Bedingungen. 

Die verwendete Acridinorange-Charge (Bayer Pt S 35143) hatte der Elementar- 
analyse entsprechend folgende Zusammensetzung: Zn 2,80°/); Fe 1,85°/, (beide als 
Chloride); Acridinorange-HCl 88,79°/,. Die Stammlésungen wurden in aq. dest. 
jeweils frisch angesetzt und in den Versuchsreihen, falls nicht anders angegeben, 
auf 1: 10000 (0,1 g je Liter) verdiinnt. Dies erwies sich als notwendig, da bei 
hdheren AO-Konzentrationen in Leitungswasser sowie in Nahrlésung Nieder- 
schlage auftreten, und da AO-Lésungen bei mehrtagigem Stehen nachdunkeln, 
was ihre physiologische Wirksamkeit verandert. Innerhalb einer Verdiinnungsreihe 
mit frisch gereinigtem AO zeigte die Konzentration 1: 20000 die gleiche physio- 
logische Wirksamkeit wie die Konzentration 1 : 10000 der hier verwendeten Charge; 
die Reinsubstanz war mithin etwa doppelt so wirksam. 

Die Gaswechselmessungen erfolgten nach der -- KOH-Methode in der Warburg- 
Apparatur an frischen Zellen ohne AO-Zusatz. Die VersuchsgefaBe enthielten je- 
weils 3 ml einer Suspension von 0,7 - 104 Zellen je Mikroliter und wurden bis zur 
Temperaturkonstanz von 25° C offen gehalten, so daB die erste Messung 11/,—2 Std 
nach Ubertragung der Zellen in die Nahrlésung erfolgte. Wahrend der Beobachtungs- 
zeit von 3—4 Std wurden die GefaéBe mit einer Frequenz von 78/min und einer 
Amplitude von 8 cm horizontal geschiittelt. Die Ablesung erfolgte alle 15 min 
unter Beriicksichtigung der Temperaturschwankungen. 

Auf eine statistische Sicherung der vorliegenden Versuchsergebnisse mubte 
verzichtet werden, da trotz 4—30facher Wiederholung die Absolutwerte nicht in 
dem Mae reproduzierbar waren, da sie statistisch ausgewertet werden kénnten. 
Die Schwankungen sind auf Faktoren zuriickzufiihren, die trotz gleicher Ver- 
suchsanordnung nicht auszuschalten waren. Um dennoch eine ausreichende Ge- 
nauigkeit zu gewahrleisten, wurden nur Versuche der gleichen Serie miteinander 
verglichen. 


Versuchsergebnisse ! 
A. Wachstum des Ausgangsstammes 

a) In zusatzfreier Néhrlésung. Die Wachstumskurve ist fiir die 
Suspensionsdichte 2,7-10* Zellen/ul in Abb.1 (,,Kontrolle‘‘) wieder- 
gegeben. 

Mit dem Einsetzen der ersten Knospungen nach etwa 3—4 Std 
begann die logarithmische Vermehrungsphase, in der die Zuwachsrate 
um so groBer war, je héher die SD zu Versuchsbeginn gewahlt wurde. 
In entsprechendem MaBe verschob sich auch der Eintritt lebhafter Gas- 
entwicklung aus der Garung, die iiber mindestens 24 Std anhielt. War 
diese abgeklungen, so nahm die Zellvermehrung sehr schnell ab; die 
Wachstumskurve biegt im Punkt D in die Horizontale um. Damit 


* Abkiirzungen im Text: AO = Acridinorange, SD = Suspensionsdichte, 
Z = Zellen, A = aus Bickerhefe isolierter Ausgangsstamm, M, = morphologisch 
unverinderte Mutante von A, M, = kleinzellige Mutante von A, pe = s petite 
colonie*‘. 
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gelangte die Kultur in die stationiire Phase, in der ein geringer Zuwachs 
und Autolyse absterbender Zellen das Auszihlungsergebnis nahezu 
konstant hielten. Nach etwa 4 Tagen veranderte sich das zuvor morpho- 
logisch einheitliche Bild der Suspension; neben verkleinerten Zellen 
erschien gut entwickeltes Pseudomycel, das nach weiterer Erschépfung 
des Mediums zu reichlicher Ascusbildung iiberging. 

Der Endwert des Kurvenanstiegs, d.h. die maximal erreichte Zell- 
zahl, erwies sich innerhalb der Versuche zweier Jahre von verschiedenen 
Au8enfaktoren abhangig, so z.B. 
vonder Jahreszeit (vgl. auch BoGEN Dy rp 2 
u. Erste 1955) sowie der jeweils “7 | 
herrschenden Wetterlage. 

b) Unter Zusatz von Acridin- 
orange. Unter den vorgenannten 10 
Versuchsbedingungen __ erhielten 
Hefesuspensionen — verschiedener 
Dichte AO-Zusatz in der End- 
konzentration 1:10000 (0,1 g/l). 
Das AO wurde der Nahrlésung 
unmittelbar vor dem Einbringen 
der Zellen zugesetzt. Abb.1 (,,+ 


AO‘) gibt das Wachstum von 0 50 700 150 200 20 
diesem Zeitpunkt an wieder. Abb.1. Wachstum in Nahrlésung ohne (Kontrolle) 
In Ubereinstimmung mit den und mit AO. 1: 10000 SD: 2,7 + 10# Z/ul 


Ergebnissen von BoGEN u. ELSTE 

erzeugte das AO innerhalb der SD 1,5 bis 4,5 - 10*Z/ul zunachst eine 
Wachstumssistierung. Im Gegensatz zu einer mehr oder weniger schnell 
fortschreitenden Adaptation, wie sie bei jeder Ubertragung der Hefe in 
neue Lebensbedingungen auftritt (TayLor 1954), erfaBte die hier indu- 
zierte Hemmung alle Zellen, so daB zunachst keinerlei Zuwachs stattfand. 
Nach einiger Zeit — im hier dargestellten Versuch nach etwa 75 Std — 
vollzog sich der Ubergang in die log-Vermehrungsphase. Die sistierten 
Zellen bzw. ein Teil davon vermochte demnach seine Vermehrungs- 
tatigkeit wieder aufzunehmen. Diese Zellen waren also nicht abgetotet 
worden, sondern befanden sich zuvor in einem Zustand latenten Lebens. 
Der Zeitraum der Sistierung bis zum Ubergang in die log-Phase soll daher 
im folgenden als Latenzzeit bezeichnet werden. Je nach den gebotenen 
Versuchsbedingungen konnte sie bis zu 50 Tagen anhalten (KRAEPELIN 
1961). 

Wie bei Bogen u. Exste lieB sich auch hier in der SD nach unten 
eine scharfe Grenze ziehen. Unterhalb dieser ,,kritischen SD‘ war bei 
gegebener AO-Konzentration die induzierte Schaédigung irreversibel. Sie 
hat keine allgemeine Giiltigkeit, sondern variiert mit dem Objekt. So 

18* 
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lag sie z.B. bei einer Mycoderma-Art wesentlich tiefer und bei Rhodo- 
torula rubra hoher als bei dem vorliegenden Saccharomyces cerevisiae; 
fiir diesen kann die Grenze ziemlich genau bei einer SD von 2,0 - 104 Z/ul 
gezogen werden. 

Die Wiederaufnahme der Zellvermehrung nach ausgepragter Latenz 
konnte fiir den SD-Bereich von 2,2 bis 3,4 + 104 Z/ul in 20facher Wieder- 
holung bestitigt werden. In allen Fiillen hielt die log-Phase in AO- 
Gegenwart linger an als bei den unbehandelten Kontrollen und fiihrte 
gegeniiber diesen zu wesentlich hdheren Zellzahlen. So schneidet in 
Abb.1 die Wachstumskurve in AO-Gegenwart diejenige der Kontrolle 
und erscheint stark iiberhéht. Ferner fehlt bei ,,.. AO“ die stationare 
Phase, und an deren Stelle tritt eine zweite ,,kleine log-Phase“‘ mit zwar 
verlangsamter aber deutlicher Vermehrung. Damit la8t sich die Wirkung 
des AO auf die Entwicklung von Stamm A zunachst in drei Kennzeichen 
zusammenfassen : 

1. Das Auftreten einer Latenzzeit; 

2. Die Verlingerung der log-Phase mit erheblich erhéhter Zellzahl; 

3. Das Anhalten der Vermehrung iiber die eigentliche log-Phase 
hinaus. 

Zur Erklirung der Abweichungen, die sich daraus fiir die Wachs- 
tumskurve ergaben, standen folgende Moglichkeiten offen: Entweder 
sind in beiden Fallen noch geniigend Nahrstoffe verfiigbar, dann miiBte 
Kultur 1 in D gehemmt werden (stationare Phase), oder aber die gebo- 
tenen Nahrstoffe sind in D bzw. C (gleiche Zellzahlen) bereits verbraucht, 
dann mii&te deren Vorrat in AO-Gegenwart erhéht worden sein (etwa 
durch Proteinabbau und Abgabe von Aminosiuren usw. von seiten der 
geschadigten Zellen). Beide Deutungen erwiesen sich aus folgenden 
Griinden als unzureichend: 

Ein Versuch, die zellfreie Suspensionsfliissigkeit aus der stationaren 
Phase einer AO-freien A-Kultur durch Verdiinnen (aq. dest.) oder Er- 
hitzen (100° C) wieder verwertbar zu machen, schlugen fehl. Weder 
frische noch zuvor abzentrifugierte kultureigene Zellen entwickelten 
sich darin weiter. Dies war hingegen bei AO-Zusatz méglich. Obgleich 
sich innerhalb einer Woche die Zahl der eingeimpften Zellen nur ver- 
doppelte, weist dies doch bereits darauf hin, da8 mit der Hefe selbst eine 
Veranderung vor sich gegangen war, die auf das AO zuriickzufiihren ist. 
Dies ware etwa so denkbar, daB in AO-Gegenwart sich stoffwechsel- 
physiologisch verinderte Hefeformen entwickelten, oder da8 der hypo- 
thetisch wachstumsbegrenzende Faktor der Kontrolle erst bei einer nor- 
malen Autolyse absterbender Zellen frei und wirksam wurde. Die durch 
AO abgetoéteten (fixierten) Zellen bleiben aber iiber Monate im Medium 
erhalten, so da anzunehmen ist, daB hier unter anderem auch die 
Tatigkeit autolytisch wirksamer Enzymsysteme blockiert ist. 
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Zur Frage der zusitzlichen Nahrstoffzufuhr wurden in AO-freien 
Hefesuspensionen zu Versuchsbeginn 50, 80 bzw. 96°/, der Ausgangs- 
zellen abgetétet (5 min langes Erhitzen des entsprechenden Suspensions- 
anteiles auf 100° C). Das Ergebnis brachte keinerlei Angleichung an die 
AO-Wirkung; die Zellvermehrung wurde lediglich iiber die ganze Ver- 
mehrungsphase zunehmend verlangsamt, ohne da eine Latenz voran- 
ging und eine Uberhéhung der Zellzahl folgte. Wurden am Ende der 
log-Phase (ebenfalls AO-frei) Hefeextrakt (Difco) oder ein Gemisch aus 
17 Aminosauren (kombiniert nach Ineram 1955) zugesetzt, so konnte 
keine erneute Zellvermehrung angeregt werden. 


B. Das Auftreten einer ,, neuen Hefepopulation 
Verfolgt man das morphologische Aussehen einer AO-behandelten 
A-Suspension in den verschiedenen Entwicklungsphasen, so ergibt sich 
folgendes: 
a) Innerhalb 24 Std wurden die Ausgangszellen zu 100°/, rotfluoro- 
chromiert (Plasma). Dabei lieBen sich zwei Typen unterscheiden: Bei 


PeRe DRE 


Abb.2. AO-gefiirbte A-Zellen wihrend der Latenz. Drei Zellen sind noch turgescent (24 Std nach 
Versuchsbeginn) 


der Mehrzahl der Zellen war zusatzlich ein so erheblicher Turgescenz- 
verlust eingetreten, daB die urspriingliche Zellform destruiert war, 
wihrend ein sehr geringer Prozentsatz morphologisch unverandert 
blieb (Abb.2). Wahrend der Latenzzeit traten keine weiteren Verande- 
rungen auf. 

b) Das Ende der Latenz war meist gekennzeichnet durch das Auf- 
treten abnorm grofer ,,Blasenzellen“‘, wie sie z.B. Morris (1958) in 
der ,,spaten log-Phase*‘* beobachtet hat. Sie wiesen im Gegensatz zu den 
Zellen normaler GroBe eine anhaltende Membranfluorescenz auf (erst 
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griin, dann rot) und keinen fluorochromierbaren Inhalt, besaBen aller- 
dings noch die Fahigkeit, zu sprossen. Die ersten von ihnen erzeugten 
Tochterzellen waren noch ziemlich groB, hatten ausgepragte Vacuolen 
und nahmen sehr schnell AO bis zur Rotfluorescenz auf (Abb.3). 


yet 


Abb.3. Blasenzellen am Ende der Latenzzeit, die iilteren bereits kollabiert (78 Std) 


c) Beim Ubergang in die log-Phase erschienen Zellen normaler GroBe 
und Form, deren Plasma lange Zeit fluorescenzfrei blieb. Die iilteren, 
bereits rotfluorochromierten Zellen wurden innerhalb dieser neuen 
SproBverbande zerdriickt (Abb.4). 


d) Wahrend der log-Phase selbst anderte sich dann das Bild sehr 
schnell: Die anfangs gebildeten SproBverbinde lésten sich, und neben 
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Zellen normaler GréBe trat zunehmend eine kleinzellige, runde Form 
in den Vordergrund. Diese stellte am Ende der log-Phase nahezu die 
gesamte Zellzahl (Abb.5). 


Abb.5. SproBverband der kleinen Zellform, rechts normal ausgebildete Zellen (14 Tage) 


e) Nach 14 Tagen hatte sich die kleine Hefe nicht verandert und 
wuchs in sehr dichten SproBverbaénden, wahrend die grofzellige zu 
Pseudomycel- und Ascusbildung iibergegangen war (Abb. 6). Dazwischen 
sind noch abgetétete Ausgangszellen erkennbar. 
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1. Isolierung der ,,mutierten** Stdémme 

Aus einem Versuch (-+ AO), der nach 5 Tagen fast ausschlieBlich 
kleine Zellen enthielt, wurden Plattenaussaaten auf Malzagar mit und 
ohne AO-Zusatz durchgefiihrt. Beide Ansétze verhielten sich gleich: 
Nach 48 Std zeigten sich Kolonien, die in GréBe und Aussehen dem 
Ausgangsstamm A glichen. Nach weiteren 2 Tagen kam jedoch eine 
Anzahl winziger Kolonien hinzu, deren Kleinheit und auffallend glan- 
zende Oberflaiche sie deutlich von den iibrigen unterschied. Auch nach 
langerer Kulturzeit blieben diese glatt und ganzrandig, wahrend bei den 


are ae 


Abb.6. Ascusbildung in Pseudomycelform (14 Tage) 


iibrigen unregelmaBige Pseudomycelausliufer die urspriingliche Form 
zunehmend veranderten. Den punktférmig bzw. normal ausgebildeten 
Kolonien entsprachen kleine bzw. groBe Einzelzellen, so daB auch inner- 
halb gemischter Koloniekomplexe Sektoren beider Formen sowohl 
makroskopisch als auch mikroskopisch zu unterscheiden waren. 

Diese Beobachtungen gaben den Anla®, an eine Abspaltung ,,vege- 
tativer Mutanten® zu denken, wie sie EpHrusstet al. (1949a) unter dem 
Begriff der ,,petites colonies‘ erstmalig beschrieben hat, obgleich dort die 
Induktion durch Euflavin erfolgt war. Zwolf Reinkulturen, die aus Ein- 
Zellisolierungen beider Kolonieformen stammten, wurden vergleichend 
untersucht, ergaben jedoch nur zwei voneinander verschiedene Hefe- 
staimme, denen die iibrigen zugeordnet werden konnten. Entsprechend 
ihrer Kolonie- und ZellgréBe erhielten sie die Bezeichnungen: Kleine 
Kolonie, kleinzellig = Mutante,; groBe Kolonie, groBzellig = Mutante,. 


2. Morphologische und systematische Untersuchung 


Zur allgemeinen Charakterisierung der Mutanten kann folgendes 
angegeben werden: 
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Mutante,. Zellform: Rund bis oval (haufig einseitig zugespitzt.) — 
ZellgroBe: 3,7—6,3 uw im Durchmesser, bzw. 4,4—6,3x5,1—6,6 u 
(24 Std in Nahrlésung). — Wuchsform: Meist Einzelzellen, spater in 
geschlossenen Verbiénden. Niemals Pseudomycel beobachtet. — Spo- 
rulation: Weder Kopulationsstadien noch Ascusbildung beobachtet. 

Mutante,. Zellform: Oval bis langoval. — ZellgréBe: 5,6—8,1 
«7,8—14,4 w (24 Std in Nahrlodsung). — Wuchsform: In jungen Kul- 
turen vorwiegend Hinzelzellen, in alteren (fest und fliissig) reichliche 
Pseudomycelbildung. — Sporulation: Gut entwickelte, meist vier- 
sporige Asci, in fliissigen Medien in Pseudomycelverbainden (Abb.6)?. 

Ein halbes Jahr nach Abschlu8 der hier beschriebenen Versuche 
erfolgte die Bestimmung der systematischen Artzugehdérigkeit, die 
freundlicherweise Herr Professor Dr. S. WrnpIscH in seinem Institut 
iubernahm; sie konnte spater in Baarn nach dem bisherigen Bestimmungs- 
schliissel bestatigt werden: 

M,, = Torulopsis colliculosa (Hartmann) Saccardo, aufzufassen als 
unvollstaéndige Form von Sacch. fermentati. 

M, = Saccharomyces cerevisiae (Hansen). 


3. Cytologische Befunde 
Mutante M,,. 
AuBer GroBe und Form war auch der Zellinhalt charakteristisch 
verandert. In jungen Kulturen erschien das Plasma homogen und lieB 


Abb.7. M,-Zellen aus 5 Tage alter Kultur auf Malzagar 


keine eindeutigen Strukturen erkennen. Erst mit der Abgrenzung einer 
Vacuole wurden 1—3 Granula sichtbar, in Einzelfallen bis zu 10 (Abb.7). 
Diese Granula erwiesen sich als Nadi-negativ. Gegeniiber denen des 
Ausgangsstammes waren sie etwas vergroBert und stark farbbar mit 


1 In morphologischer Hinsicht deckt sich M, mit dem Ausgangsstamm A. 
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JKJ sowie Sudan-Schwarz B, was sich mit zunehmendem Alter der 
Zellen noch weiter intensivierte (vgl. Hartmann u. Liv 1954). Im 
TTC-Test (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 0,1°/,ig) nach OcuR et al. 
(1957) blieben die Kolonien nach Uberschichten auf Glucose-Pepton- 
Hefeextraktagar auch noch nach 48stiindiger Behandlung rein weib- 


Abb.9. Dasselbe wie unter Abb. 8 nach 4 Wochen. Vergr. 630fach 


Mutante M, und Ausgangsstamm A. 

In cytologischer Hinsicht unterschieden sich M,- und A-Zellen nicht. 
Bereits nach kurzem Wachstum besafen beide zahlreiche Granula (im 
Mittel 12—14), die meist um eine oder mehrere Vacuolen angeordnet 
waren. Gegentiber Nadi-Reagens verhielten sich beide wie typische 
Saccharomyces cerevisiae-Zellen, d.h. sie zeigten die gleiche Abhangigkeit 
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zwischen O,-Versorgung und Anfarbung. Innerhalb der Vacuolen. be- 
fanden sich oft noch ein (oder zwei) weitere besonders groBe Granula in 
lebhafter Molekularbewegung (,,dancing bodies“ nach HarrMANN u. 
Liv). 

Vor allem auf festen Substraten kam es mit zunehmendem Alter 
bei beiden Stammen zu einer Anhaufung groBer, stark lichtbrechender 
Granula (50 je Zelle und mehr), die schlieBlich das ganze Zellumen aus- 
fiillten (Abb.8). Hine Ausnahme bildeten lediglich die langgestreckten 
Pseudomycelzellen der Kolonierandzone. Diese nach Raut Hess et al. 
(1958) atmungsenzymatisch inaktiven ,,Altersgranula‘‘ werden offenbar 
an das umgebende Medium abgegeben, da sie hier in lockeren Klumpen 
stets anzutreffen sind (Abb.9). 

Bei M,,-Zellen fehlt diese Erscheinung voéllig. Weder eine Zunahme 
der Granulierung im Alter noch eine Abgabe der von Anfang an vor- 
handenen Granula an das Medium konnte beobachtet werden. 


4, Gaswechsel 


Zur weiteren Charakterisierung der Mutanten, von denen der 
M,-Stamm Nadi- und TTC-negativ ist, waren Gaswechselmessungen 
erforderlich. Sie erfolgten 
nach der eingangs beschrie- pl /h-mg Here 


benen Methode an den | a) | | ay 
reinen Stammen A, M,, und 150 == | 
M, sowie an wechselweise | ae 


kombinierten Mischkul- Te ied es 
turen. : 

Reinkulturen (Abb.10). 
Beim Ausgangsstammsteigt 
die Rate der CO,-Abgabe 
bzw. O,-Aufnahme inner- 
halb der Versuchszeit von 
4 Std kontinuierlich an. 
Dementsprechend verhalt 
sich auch der Quotient Abb.10. Gaswechsel der reinen Stiimme A, M, bzw. M;, 
CO, ; O,. in Nahrlésung. SD: 0,7-104 Z/yl. a CO,-Abgaberate; 


° G g b O.-Aufnahmerate in Mikroliter je Stunde und Milligramm 
Die beiden mutierten Frischhefe. (Zum Zeitpunkt 0 befanden sich die Zellen 


Stémme weisen dagegen bereits 2 Std in der Nihrlésung) 
eine viel geringere CO,- 
Abgaberate auf. Diese spielt sich bei M, auf einen Wert von etwa 
22 wl je Stunde und Milligramm Hefe ein, wahrend sie bei M,, sogar 
noch tiefer liegt (zwischen 5 und 10). : 

In der O,-Aufnahmerate entspricht M, ungefahr dem Ausgangs- 
stamm bzw. liegt noch etwas hdher. Bei M, war dagegen keinerlei 


pl/h-mg “ere 


750 


100 
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O,-Aufnahme meBbar; hieraus folgt, daB bei beiden mutierten Stammen 
die CO,-Produktion (aus der Garung) herabgedriickt und M,, dariiber 
hinaus durch den Verlust der Atmung gekennzeichnet ist. 

Mischkulturen (Abb.11). Die Tatsache, daB beide Mutanten in ihrem 
Stoffwechsel gehemmt sind (M, in der Garung, M, in Garung und 
Atmung), ist nicht ohne 
weiteres in Einklang zu 
bringen mit der starken 
Uberhéhung der Wachs- 
tumskurven, da ja gerade 
in diesem Stadium die 
Population gréBtenteils aus 
Mutanten bestand. Es er- 
hob sich daher die Frage, 
inwieweit die Mutanten 
einander in ihrem Stoff- 
wechsel im Sinne einer 
(gegenseitigen?) ,,Normali- 
sierung® oder sogar Stimu- 


— j 


Mg + My 
a) ans Mg 


Abb. 11. geen der Mischkulturen 4+M,, A+M;, 
bzw. M,+M;, in Nahrlésung. SD: 0,7 - 10* Z/u1; a CO,- i : % 
Abgaberate; b O.-Aufnahmerate in Mikroliter je Stunde lierung beeinflussenk6nnen. 


und Milligramm Frischhefe. (Zum Zeitpunkt 0 befanden Daher 


sich die Zellen bereits 2 Std in der Naéhrlésung) wurde der Gas- 


wechsel von Mischkulturen 
gepruft. Die kombinierten 
Ansatze enthielten die je- 
weils verwendeten Staémme 
A+M,,A+M,, 4,4+mM, 
im Verhaltnis 1:1 unter 
den vorgenannten Bedin- 
gungen. Die SD von 0,7 


b) Ag Mg +My AM; -10* Z/ul wurde dement- 
en! be pesoee eet Ps sprechend hier jezur Halfte 
0 7 ? ah, von den beiden Partnern 


Abb. 12. Theoretisch ermittelter Gaswechsel der Misch- gestellt. Nachdem bestatigt 
kulturen A+M,, A+M,, M,+-M,. a CO,-Abgaberate; war. daB bei Verminderung 
b O,-Aufnahmerate in Mikroliter je Stunde und Milligramm a rf p 
Frischhefe der SD auf die Halfte (wie 
es fiir jeden Partner zutrifft) 
im vorliegenden Fall die halben Gasvolumina in Rechnung gesetzt 
werden diirfen, konnten fiir jeden Zeitpunkt des Versuchs die beiden 
Umsatzraten an Hand der Daten fiir die Reinstémme vorausberechnet 
werden. Jede gegenseitige Beeinflussung muBte sich dann in einer 
Abweichung von diesen theoretischen Werten zu erkennen geben. 
Vergleicht man die gemessenen und errechneten CO,- bzw. O,-Raten 
miteinander (Abb. 11, 12 und Tab.1), so stimmen deren Werte in keinem 
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Fall direkt iiberein. Der Gaswechsel scheint vielmehr abwechselnd auf 
den Garungs- oder Atmungsablauf verschoben. Am geringsten sind die 
Abweichungen in den Kurven von A+ M,, obgleich auch hier die 
CO,-Werte insgesamt héher und die O,-Werte tiefer liegen als theoretisch 
erwartet. Da bei M, ein ,,Garungsdefekt“ vorliegt, kénnte die Gegen- 
wart normaler A-Zellen zumindest teilweise zu dessen ,,Normalisierung“ 
gefiihrt haben. Anders ist es bei der Kombination von A + M,, wo in 


Tabelle 1. Gesamtbetrdge CO, bzw.O, (in ul) fiir Rein- und Mischkulturen von A, M, 
und M;, in AO-freier Nahrlésung innerhalb von 3 Std 


Empirische Werte Theoretische Werte 


Stamm 
CO, O, Co, O. 
Reinkultur A 747,2 96,6 — = 
Reinkultur M, 148,3 109,5 — — 
Reinkultur MW; 89,0 0,0 = = 
Mischkulturen 
A+ M, (1:1) 552,0 78,5 447,8 103,1 
A+ M;, (1:1) 393,5 56,8 418,1 48,3 
M, + My, (1:1) 511,7 34,5 118,7 54,8 


Gegenwart der M,-Zellen der normale Garungsablauf von A weitgehend 
unterbunden wird und der Qco,:0, auf 1 herabgedriickt wird, so daB es 
sich bei dem gemessenen CO, méglicherweise lediglich um Atmungs-CO, 
von A handelt. Bemerkenswert erscheint die Tatsache, daB diese ,,Hem- 
mung‘ nicht sofort eintrat, sondern erst sprunghaft nach 41/, Std ge- 
meinsamer Kultur (in einem Wiederholungsversuch mit gleicher Scharfe 
bereits nach 31/, Std). Umgekehrt liegen die Verhaltnisse bei der Mu- 
tantenkultur WM, -+ M,, wo eine sprunghafte Steigerung der CO,-Pro- 
duktion nach 3 Std erfolgte (im Wiederholungsversuch erst nach 5 Std), 
die den theoretischen Werten vollig widerspricht. Hier mu8 nahezu der 
gesamte Gaswechsel in einer weitgehend ,,normalisierten“ Garung ab- 
laufen. Demnach lapt sich durch geeignete Kombination die Hemmung 
des Gérungsablaufes bei M, (und) oder M,, ausgleichen, wihrend der Kin- 
griff in die Atmung bei M,, irreversibel zu sein scheint. Inwieweit dabei 
echte Férderungs- bzw. Hemmeffekte zugrunde liegen, werden ein- 
gehende Untersuchungen noch klaren miissen. 


OC. Wachstum der ,,mutierten Stimme 


a) In zusatzfreier Néhrlosung. Zar weiteren Kenntnis der beiden 
Mutanten wurden zundchst ihre Wachstumskurven in Rein- und Misch- 
kultur aufgenommen (Abb.13). Aus ihrem Verlauf geht hervor, daB M, 
wahrend der log-Phase gegeniiber Stamm A eine intensivere Vermehrung 
aufwies, sich diesem aber im weiteren Verlauf derart anglich, daB die 
Kurven schlieBlich parallel verlaufen. Nach 70 Std gelangten beide 
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Kulturen in eine stationére Phase. Damit ergibt sich fir M, unter 
normalen Wachstumsbedingungen kein grundsatzlicher Unterschied 
zum Ausgangsstamm A. 

Die Kurve von M,, weicht dagegen von beiden deutlich ab: Die Ver- 
mehrungsphase ist verlingert, die Zellzahl stark erhoht, und statt einer 


15 
0Z fi 


70 


Se eee 
0 50 100 150 bh a 50 700 750 200 250Nh 
Abb. 13 Abb. 14 


Abb.13. Wachstum der Reinkulturen A, M, bzw. M;, sowie einer Mischkultur M, + M;, (Mischungs- 
verhaltnis 1: 1) in Nahrlésung. SD: 2,9 - 104 Z/ul 
Abb.14. Wachstum der Reinkulturen A, M, bzw. M, sowie einer Mischkultur M,+M;, (Mischungs- 
verhaltnis 1: 1) in Nahrlésung + AO 1: 10000. Mj, (a) AO 1: 20000. SD: 2,9 - 104 Z/ul 


stationdren Phase folgt eine zweite ,,kleine log-Phase‘‘ — Kennzeichen, 
die bereits zur Charakterisierung AO-behandelter A-Kulturen angefiihrt 
wurden. 

Die Mutantenkombination, die der Frage nach einer gegenseitigen 
, Beeinflussung’’ galt, verhielt sich den Ergebnissen des Gaswechsels 
entsprechend. Der steilere Anstieg der Wachstumskurve wahrend der 
log-Phase (verstarkte Vermehrungstiitigkeit) deutet auf eine Fdér- 
derung (ein- oder gegenseitig), zumal sich die Mutanten in Reinkultur 
in den ersten 40 Std etwa gleich verhielten. Offenbar hatte aber diese 
Anregung eine beschleunigte Erschépfung des Néhrmediums zur Folge, 
so daB der Ubergang in die stationiire Phase schon friihzeitig und ohne 
weiteren Zuwachs erfolgte. 

b) Unter Zusatz von Acridinorange. Da das Auftreten der Mutanten 
die Gegenwart von AO erforderte, priiften wir sie einzeln und in Misch- 
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kultur auch auf ihr Verhalten dem Farbstoff gegeniiber. Die in Abb. 14 
dargestellten Wachstumskurven lassen eine deutliche Unterscheidung 
der drei Reinstiémme zu. Bei M;, konnte die Latenz wihrend 253 Std 
nicht mehr iiberwunden werden, da die gesamten Versuchszellen bereits 
in den ersten Stunden abgetdtet worden waren. Dementsprechend 
konnte hier weder bei einer spiiteren Auszdhlung noch in Wiederholungs- 
versuchen mit gleichem Farbstoffangebot ein Wachstum beobachtet 
werden. M,,-Zellen sind also nicht etwa (mutativ oder adaptiv) resistenter 
gegen AO, sondern im Gegenteil wesentlich empfindlicher als M,- und 
A-Zellen. Sie konnten erst bei sehr viel geringeren Farbstoffkonzentra- 
tionen wachsen, so z.B. bei 1: 20000, entwickelten sich dann aber 
sofort — ohne Latenz. Sieht man von der zeitlichen Verschiebung 
durch die Latenz ab, so ist die Ahnlichkeit dieser Kurve [M,(a)] 
mit derjenigen von A bzw. M, + M,, auffallend groB. Dies spricht dafiir, 
da8 im wesentlichen M,-Zellen fiir die Uberhéhung verantwortlich sind. 
Die Kurve von M, + M,, liegt weit hoher als aus der Summe der beiden 
Hinzelkurven zu erwarten ware. Hierfiir liegen zwei Griinde vor: Einmal 
die starke Férderung (,,Normalisierung‘‘) des Garungsstoffwechsels, der 
in fliissiger Kultur vorherrscht. Dies fiir sich allein geniigt aber noch 
nicht, da ja M,-Zellen bei der hohen AO-Konzentration nicht wachsen 
konnen. Ein Wachstum wird aber in dem Augenblick méglich, wo groBe 
M,-Zellen zugegen sind und den Farbstoffiiberschu8 binden (vermutlich 
spielt in der Frage der AO-Toleranz nicht nur das Farbstoffangebot je 
Zelle, sondern auch das Zellvolumen eine Rolle). Dies wiirde erklaren, 
wie die M,-Zellen die hohe Anfangskonzentration tiberleben und den 
weiteren Kurvenverlauf bestimmen konnten. Der Unterschied zur 
A-Kultur bestiinde dann lediglich darin, da bei M, +- M,, in der Ausgangs- 
suspension bereits enthaltene — also tiberlebende — M,,-Zellen sich weiter- 
entwickelten, wiihrend sie bei A erst unter dem HinfluB des AO neu 
abgespalten werden muBten. Der Einwand, es kénne sich auch in der Misch- 
kultur um eine Neubildung handeln, 1éB8t sich mit der Tatsache aus- 
schlieBen, daB die M,-Form die Fihigkeit des Ausgangsstammes A, 
in Gegenwart von AO M,,-Zellen-abzuspalten, verloren hatte und dem- 
entsprechend die Kurve der Reinkultur weder eine ausgesprochene 
Latenz noch eine verlangerte log-Phase aufweist. Der hohe Prozentsatz 
kleiner Zellformen, der in den tibrigen Kulturen vor allem in der zweiten 
Halfte der log-Phase auftrat, fehlte hier ebenfalls. 


Diskussion 
Bereits die Beobachtung der Entwicklungsstadien einer Reinhefe 
unter normalen Lebensbedingungen vermittelt einen Einblick in die 
Plastizitat dieser Organismenklasse. Das zunachst einheitliche Aus- 
sehen der Population kann dabei so weit verloren gehen, daB der 
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Eindruck einer Mischkultur entsteht, so z.B. durch die Ausbildung von 
Pseudomycel, stark verkleinerten Zellen, Riesenzellen oder noch weiter 
abweichenden Formen. Es ist nicht verwunderlich, da8 mit solchen 
Formveranderungen haufig auch neue physiologische Eigenschaften 
verbunden sind. DaB diese jedoch nur selten nachgewiesen werden 
k6nnen, liegt wohl weniger an der Seltenheit ihres Auftretens als viel- 
mehr an der Tatsache, da8 nur wenige von ihnen konstant bleiben. 
Anders verhalt es sich dagegen bei Verlustmerkmalen, die meist stabil 
sind und vor allem Sporulationsfahigkeit oder/und Atmung betreffen. 
An Hand der verfiigbaren Literatur soll zunachst ein Uberblick iiber die 
Situation gegeben werden. 

Liegt ein Atmungsdefekt vor, so wird das Wachstum auf festen 
Medien soweit verlangsamt, daB es nur zur Ausbildung von ,,petites 
colonies‘‘ kommt. Diesem typischen Verlustmerkmal kann nach EPHRUssI 
et al. (1951) eine genetische oder ,,vegetative“ Mutation zugrunde liegen. 
Spontan, unter guten Lebensbedingungen tritt es im allgemeinen nur zu 
1—3°/, auf, kann aber durch die verschiedensten experimentellen Ein- 
griffe bis auf 98°/, gesteigert werden. Einen Sonderfall stellt allerdings 
die von Gutz (1957) beschriebene Umwandlung eines Saccharomyces 
carlsbergensis in eine atmungsdefekte Mutante dar. Die Mutation erfolgte 
zu 99°/, nach der 4.—5. Passage iiber Glucose-Pepton-Hefe-Extrakt bei 
28° C — Bedingungen, die im allgemeinen als optimal anzusehen sind. 
Bei einer Erhéhung der Kulturtemperatur auf 40—54°C erhielten Yéas 
(1956) und SHeRMaAN (1957) bei einem Sacch. cerevisiae-Stamm mit zu- 
nehmender Hitzeinaktivierung die gleiche Mutation. Uber die Induktion 
atmungsdefekter ,,petites‘‘ durch UV-Einwirkung berichten Raut (1953, 
1954), SARACHEK (1958), HartMANnN u. Liv (1954). — Laskowskr et al. 
(1957a) erhielten auf gleiche Weise aus einem Sacch. cerevisiae-Stamm 
einen Sacch. florentinus- baw. Cryptococcus diffluens-Stamm (1957b). 
Aus Candida reukauffii hatte Burcork (1956) letztgenannten neben 
Torulopsis famata ohne kiinstliche Induktion erhalten; Angaben iiber 
das Atmungsverhalten liegen aber nicht vor. Behandlung mit Kristall- 
violett (WiLD et al. 1956a) oder Natriumazid (1956b) fiihrte bei Sacch. 
cerevisiae zum Atmungsdefekt bei gleichzeitig reduzierter KoloniegréBe. 

Das Ergebnis konnte fiir Azid in eigenen Versuchen bestitigt werden: 
Die Mutante bildete typische ,,petites colonies“ und war sporenlos. Eine 
Ubereinstimmung mit der AO-induzierten M,-Form diirfte aber schon 
auf Grund der unterschiedlichen Zellgré8e unwahrscheinlich sein. 

Atmungsdefekt bei ,,petite colonie’-Wachstum trat ebenfalls ein 
bei Behandlung verschiedener Hefestiimme mit Pyronin B, p-Nitro- 
phenol, Kupfersalzen (YANAGIsHIMA 1959); mit Mangansalzen (Naqat 
u. Nacat 1958a; SARACHEK 1959) sowie mit Coffein (Nagar u. Naqat 
1958b). 
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Bereits die angefiihrten Beispiele, die nur eine Auswahl darstellen, 
geben einen Kinblick in die Wandlungsfihigkeit der physiologisch eng 
verwandten Saccharomyces-cerevisiae-Gruppe. Soweit Angaben vor- 
liegen, wurden die induzierten Mutanten haufig neuen Arten und zum 
Teil sogar anderen, bisher scharf abgegrenzten Gattungen zugeordnet. 
Ks erscheint daher wiinschenswert, den systematischen Bestimmungs- 
schliissel der Hefen noch weiter zu differenzieren, anderenfalls ihre 
bisherige Abgrenzung erheblich in Frage gestellt wiirde. 

Unter dem Begriff der vegetativen Mutation ,,petite colonie“ (pc) 
sind seit seiner Pragung durch Epurusst et al. (1949a—d) bereits eine 
gréBere Zahl spontan aufgetretener und kiinstlich induzierter Hefe- 
formen eingereiht worden. Wie es dieser Begriff nicht anders vorschreibt, 
erfordert ihr Auftreten eine lebhafte vegetative Vermehrungstatigkeit 
und damit ein dafiir geeignetes Kulturmedium. Die mutierten Stimme 
haben bisher nur ein physiologisches und ein morphologisches Merkmal 
gemeinsam: den Atmungsdefekt und die ,,pc-Bildung“‘. Vom jeweiligen 
Ausgangsstamm unterscheiden sie sich in bezug auf ihre C-Versorgung 
(Gurz, SHerman, Raut). Ihre Resistenz dem mutagenen Agens gegen- 
iiber wird meist als verandert angegeben, jedoch nicht einheitlich als 
erhéht oder herabgesetzt. Die Nadi-Reaktion ist — soweit gepriift — 
alleemein negativ, die Gesamtzahl der cytoplasmatischen Granula 
jedoch teils unverandert, teils stark vermindert. In Form und GréBe 
weichen die Zellen mehr oder weniger von den Normalstéimmen ab. 
Epurusst et al. (1955a, b) beschreiben Acriflavin-induzierte ,,petites“, 
die in Kreuzungsversuchen eine weitere Unterscheidung in ,,neutral 
petites‘ und ,,suppressive petites gestatten. Bei Riickkreuzung mit 
dem Ausgangsstamm ergaben die F,-Generationen im ersten Fall fast 
ausschlieBlich den reinen Wildstamm, im zweiten wieder ,,petites‘‘. 
Daraus ist ersichtlich, daB eine Klassifizierung nach lediglich zwei Merk- 
malen nur wenig auszusagen vermag. Solange die Mutanten in ihren 
iibrigen Eigenschaften so wenig iibereinstimmen, kann also dem Begriff 
der pe-Bildung keinerlei taxonomische Bedeutung zukommen. 

Ein anderer Gesichtspunkt ergibt sich allerdings, wenn man be- 
riicksichtigt, daB bei Hefen verschiedener Arten und Gattungen kiinst- 
lich induziert oder spontan immer wieder der Atmungsdefekt auftritt. Was 
hier zunachst wie eine ,,gerichtete Mutation‘ aussieht, spiegelt vielleicht 
lediglich eine besondere Anfilligkeit des Atmungsapparates wider. 
Mindestens ebenso wahrscheinlich ist aber, daB alle anderen lebens- 
notwendigen Reaktionssysteme der Zelle mit gleicher Haufigkeit 
mutieren kénnen. Die Mutanten sind dann freilich nur zum geringsten 
Teil noch lebensfihig, waihrend bei Ausfall der Atmung diese Hefen auf 
die Garung ausweichen kénnen. Damit ware die Haufigkeit des Atmungs- 
defektes erklarlich. 

Arch. Mikrobiol., Bd. 39 19 


274 Hans-Joacuim Bogen und GuNDA KRAEPELIN: 


Die Entwicklung von der Normalzelle bis zur ,,vegetativen, atmungs- 
gehemmten Mutante“ ist schwer zu verfolgen. Angaben iiber ein ,,labiles 
Ubergangsstadium“ machen Fapran et al. (1934), Raut (1954), SHERMAN 
(1957), Gurz (1957) und besonders ausfiihrlich Epnrusst et al. (1950, 
1951). Fasran beschreibt bei verschiedenen Hefegattungen eine nicht 
kultivierbare ,,transitional form‘‘, die sich durch multipolare Sprossung 
zu einer langsam wachsenden, sporenlosen Hefeform weiterentwickelte. 
Da neben dieser noch eine groBzellige, sporenbildende Hefe mit rauhen 
Kolonien auftrat, spricht er von einer ,,Dissoziation‘‘ des Ausgangs- 
stammes, die bei Erreichen der ,,Dissoziationstemperatur“ einsetzte. 
Auch Raut beobachtete ein ,,noch reversibles Zwischenstadium‘ bei 
der Mutation zum endgiiltigen Atmungsdefekt. Den gleichen Vorgang 
legte Epurusst (1951) seinen ,,colonies festonnées‘‘ zugrunde. Diese 
Kolonieform mit stark ausgefranstem Rand und welliger Oberflache 
trat besonders reichlich nach kurzer Acriflavinbehandlung auf und ent- 
hielt nebeneinander ,,grandes“ und ,,petites“. Da sie mit der Dauer der 
Farbstoffeinwirkung zugunsten reiner ,,pc‘‘ wieder zuriicktrat, wurde 
die ,,colonie festonnée“ als ,,unstable cell state“‘ aufgefaBt. Tatsachlich 
spalteten sie in Subkultur in Normalform und ,,pe“-Mutante auf. Die 
kontinuierliche Anderung des Spaltungsverhaltnisses zugunsten der 
reinen ,,pe‘‘ wurde als direktes Ma fiir den Mutationsablauf normal zu 
, petite’ aufgefaBt. Demnach stellt also der ,,pc-Bildner das stabile 
Endglied einer Mutationskette dar, die, auf einer labilen Zwischenstufe 
gestoppt, noch reversibel ist. An Chromobacterium violaceum beschrieben 
GRAFFI u. Frirz (1958) ganz ahnliche Erscheinungen. 

Zweifellos 1a8t sich auch die M,-Mutante in die Gruppe der pc- 
Bildner einreihen. Ein auffalliger Unterschied gegeniiber den Ephrussi- 
schen Mutanten ist jedoch, daB die Zellvermehrung bei M, nicht ge- 
hemmt, sondern iiber das normale Ma hinaus gesteigert ist. Dabei ist 
die Substanzbildung, wie auch bei TavurrzKr (1949) beschrieben, im 
ganzen verringert. Dies kommt dadurch zustande, daB bei ErHrussts 
und Taviirzkis Stémmen die ZellgréBe unveradndert geblieben war, 
wahrend bei M;, das Volumen der Einzelzelle stark verkleinert ist, so 
daB trotz verminderter Substanzbildung die Zellzahl noch iiber den Wert 
der Kontrolle ansteigen kann. Das Bemerkenswerte an der M,,-Mutante 
ist nicht, daB sie sich wie viele anderweitig beschriebene unter die 
pe-Bildner einreihen 1aBt, sondern, daB sie sich in einigen Merkmalen 
von diesen unterscheidet und damit eine weitere Analyse des Atmungs- 
defektes erméglicht. 

Fir die M,-Mutante ist die Zuordnung zu dem noch recht hypo- 
thetischen Begriff des ,,labilen Zwischenstadiums‘ nicht ganz be- 
friedigend, da sie weder dessen postulierte ,,Kurzlebigkeit‘‘ noch eine 
Weiterentwicklung zu M,, aufwies. Allerdings trat 1 Jahr nach Abschlu8 


Saccharomyces cerevisiae bei Langfarbung mit Acridinorange 275 


dieser Untersuchungen eine Normalisierung ihrer veradnderten Eigen- 
schaften ein, d.h. eine véllige Ubereinstimmung mit dem Ausgangs- 
stamm im Gaswechsel und in der Abspaltung von M,-Zellen unter 
AO-Kinwirkung. Die Entscheidung, ob nun M, als ,,relativ stabiles 
Zwischenstadium* anzusehen ist, oder ob sie im Sinne einer Aufspaltung 
von A zu M,+ M, als Gleichgewichtspartner M,, beizuordnen ist, 
kann nicht getroffen werden. Derartige ,,Aufspaltungen“ sind in der 
Literatur mehrfach beschrieben worden (R- und G-Form: Fapran 1934; 
Gigas- und Minor-Form: Baucu 1942; Cryptococcus und Torulopsis: 
Burctk 1956). Auffallend ist allerdings, daB dabei stets eine der Formen 
tiberwog, so daf es fraglich ist, ob eine ,,Subordinierung“ oder eine 
,,Koordinierung** beider Mutanten den Tatsachen gerechter wiirde. 

Hinzu kommt noch, daB die hier untersuchten Mutanten M, und 
M,, erst nach tagelanger AO-Einwirkung isoliert wurden, zu einer Zeit 
also, wo sich bereits ein ,,Gleichgewicht“ eingespielt haben kann, dessen 
Ursache bereits in den Vorgangen vor und wahrend der Latenz liegen 
konnte. In den zur Zeit noch laufenden Untersuchungen haben wir uns 
daher speziell der Frage nach der AO-Wirkung in den ersten Stunden 
zugewandt. 

Zusammenfassung 

Ein aus Backerhefe isolierter Saccharomyces cerevisiae (Stamm A) 
wird in Langfarbungen (150—250 Std) mit Acridinorange (AO) auf 
morphologische und physiologische Veranderungen untersucht. 

In der Wachstumskurve bewirkt das AO drei charakteristische Ab- 
weichungen gegeniiber der unbehandelten Kontrolle: Zu Versuchs- 
beginn eine Latenz, wahrend der die Entwicklung vdllig sistiert ist, und 
deren Dauer vom Farbstoffangebot abhaingt. Nach deren Uberwindung 
eine zeitlich verldngerte log-Phase mit erheblich erhéhtem Endwert in der 
erreichten Suspensionsdichte. Statt einer stationéren Phase in der 
Folge eine zweite ,,kleine log-Phase‘‘ mit schwacher, aber anhaltender 
Vermehrungstatig ket. 

Fiir die genannten Veranderungen wird eine zanehmende Populations- 
anderung unter AO-Einwirkung verantwortlich gemacht. Diese fithrt zu 
einer ,,Dissoziierung‘‘ der Reinkultur A zu einer Mischpopulation (min- 
destens) zweier verschiedener ,,vegetativer Mutanten™, die isoliert 
werden konnten: Die Mutante M, ist kleinzellig, besitzt nur schwachen 
Garungsstoffwechsel und keine nachweisbare Atmung (Atmungsdefekt). 
In Subkultur bleiben diese Eigenschaften konstant. Die zweite, M,, 
ist morphologisch unverandert; im Gaswechsel ist lediglich die Gar- 
fihigkeit vermindert. Nach lingerer Reinkultur schlug die Mutante in 
den Normalstamm zuriick. Bei beiden Mutanten ist das Wachstum ohne 
und mit AO gegeniiber dem Ausgangsstamm verandert. In kiinstlich 


hergestellten Mischkulturen (A + M,, A + M,,, M,-+ M,) wird eine 
19* 
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ein- oder gegenseitige Beeinflussung beobachtet, die im Gaswechsel bei 
M, + M, die CO,-Abgaberate des gestorten Gaswechsels (ohne AO) 
weitgehend ,,normalisiert“ und im Wachstum (+ AO) das Verhalten 
des Ausgangsstammes wiederherstellt. Taxonomisch stimmt M;,, nach 
dem allgemeinen Bestimmungsschliissel mit 'orulopsis colliculosa 
iiberein, wahrend M, in dieser Hinsicht unverandert ist. 

In der Diskussion werden die Literaturangaben iiber atmungsdefekte 
Hefemutanten zu einer taxonomischen und physiologischen Betrachtung 
der Gruppe der ,,petite colonie‘‘-Bildner herangezogen. Zugleich wird 
erortert, inwieweit eine Kinordnung der Mutante M;, in diese Organismen- 
gruppe zu rechtfertigen ist. 

Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Uber eine Beziehung zwischen Latenzzeit und Mutation 
(,,petite colonie*) bei Saccharomyces cerevisiae 
Versuche mit Acridinorange 
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GUNDA KRAEPELIN 


Mit 8 Textabbildungen 
(Eingegangen am 13. Marz 1961) 


Auf Grund der Ergebnisse bei Langfirbungen mit Acridinorange 
(AO) konnte in die bereits bekannten Wirkungen dieses Acridins die 
Mutationsauslésung atmungsdefekter Mutanten an einem Saccharomyces 
cerevisiae (Stamm A, aus Bickerhefe isoliert) eingereiht werden. Die 
von uns als M,, (= kleinzellige Mutante) bezeichnete Hefeform behielt 
auch nach dreijihriger Kultur auf farbstofffreien Medien den Atmungs- 
defekt und die Wuchsform der erstmalig von Erurusst (1949) beschrie- 
benen ,,petite colonie‘‘-Bildner (pc) bei. Das Auftreten der pe-Mutanten 
setzte stets nach einer gewissen Latenzzeit ein und nahm im Laufe der 
vegetativen Vermehrung soweit zu, da die zuvor einheitliche Aus- 
gangspopulation nicht nur in ihrer morphologischen Zusammensetzung, 
sondern in sehr charakteristischer Weise auch in ihrem Wachstums- 
verlauf verindert wurde (BoGEN u. KRAEPELIN 1961, hier auch metho- 
dische Angaben). 

In den folgenden Versuchen wurde nun auf verschiedene Weise eine 
Verkiirzung bzw. Verlingerung der Latenzzeit erzielt und an Hand der 
jeweiligen Wachstumskurven die Anderung der Population im Hinblick 
auf pe-Bildner analysiert. 


1. Anderung des Farbstoffangebotes 

Die einfachste Méglichkeit, die Anfangsschidigung und damit die 
Dauer der folgenden Latenz zu beeinflussen, bot sich in einer Anderung 
der AO-Konzentration zu Versuchsbeginn (Abb.1). Ein Farbstoff- 
angebot von 1: 10000 (0,1 g/l) erzeugte iibereinstimmend mit friiheren 
Ergebnissen eine Latenz von 65 Std. Wahrend dieser Zeit waren Wachs- 
tum und Zellvermehrung védllig sistiert und die behandelten Zellen zu 
100°/, rotfluorochromiert. Die halbe AO-Konzentration verkiirzte die 
Latenz auf 10 Std, in deren Verlauf eine einheitliche Rotfluorochromie- 
rung nicht mehr erfolgte. Bei weiterer Verdiinnung auf ein Viertel waren 
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dann die Bedingungen der unbehandelten Kontrollkultur nahezu er- 
reicht, d.h. die Kultur entwickelte sich ohne ausgepragte Latenz. Die 
Dauer der Latenz nimmt also mit der zu Versuchsbeginn gebotenen 
AO-Konzentration zu. Es besteht jedoch keine direkte Proportionalitiat 
zwischen beiden. Wurde namlich die AO-Konzentration auf die Halfte 
herabgesetzt, so ging die Latenzzeit bereits auf ein Sechstel zuriick. 
Bemerkenswert ist dagegen die unmittelbare Proportionalitét zwischen 
der Latenzdauer und der Zellzunahme, die in der log-Phase iiber den 
Wert der Kontrolle hinaus erfolgte: 


A Latenz zusatzliche 
AO-Konzentration | Std | Zellenvermehrung 
1: 10000 65 6,6 - 104 Zellen/ul 
1: 20000 10 1,0 - 104 Zellen/ul 
1: 40000 2 0,2 - 104 Zellen/l 
15 —- : Mey 


0Z/ Gi 
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| 
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Abb.1 Abb. 2 
Abb.1. EinfluB verschiedener AO-Konzentrationen auf die Dauer der Latenz. SD: 2,7 - 10* Zul 


Abb.2. Einflu8 von Desoxyribonucleinsiure (DNS) auf die Dauer der Latenz. SD: 3,0-104 Z/yl. 
1 Unbehandelte Kontrolle; 2 Zusatz von AO 1: 10000; 3 Zusatz von AO 1:10000 + DNS 10-7 mol 


2. Zusatz von Nucleinsdure 


Aus zahlreichen Untersuchungen ist bekannt, dafs Acridine mit 
Nucleinsiuren Komplexverbindungen eingehen, und zwar nicht nur 
in vitro, sondern auch innerhalb der Zellen (z.B. Armstrona 1956; 
vy. BERTALANFFY et al. 1956; Rustap 1958). Massarr et al. (1947a, b) 
berichten ferner von einer teilweisen Reversion einer Trypaflavin-indu- 
zierten Atmungshemmung bei Hefe durch gleichzeitige Gabe von Nu- 
cleinsiuren (2 - 10-® mol). Verfasser fiihren diesen Effekt auf eine kom- 
petitive Hemmung des AO in der Komplexbildung mit Zellproteiden 
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zuriick. Es schien daher wiinschenswert zu priifen, ob in gleicher Weise 
die Latenz herabgesetzt werden kann. 

AO und eine Desoxyribonucleinsiure (Bayer) wurden der Nahr- 
lésung vor dem Einbringen der Zellen zugesetzt. Im Medium trat dabei 
sofort eine Triibung auf, die sich als Niederschlag gelbgriin bis orange 
fluorescierender Partikel erwies. Aus Abb.2 ist ersichtlich, daB die 
Wachstumshemmung durch das AO véllig aufgehoben wurde. Im Farbe- 
bild fehlte die Rotfluorescenz ganz; 25°/, der Zellen fluorescierten griin, 
wihrend die iibrigen iiber 200 Std fluorescenzfrei blieben; pe-Bildner 
traten nicht iiber 1°/, auf, waihrend sie in Kultur 2 (ohne DNS) do- 
minierten. 

Zweifellos beruht auch hier das giinstige Ergebnis auf der hohen 
Affinitaét zwischen Farbstoff und Nucleinsaure, doch wirkt sie sich offen- 
sichtlich in einer Festlegung des AO bereits im Medium aus, noch bevor 
es in die Zelle eingedrungen ist (vgl. Berz 1953). Der gebildete AO-DNS- 
Komplex kann dann entweder nicht mehr in die Zelle eindringen oder 
das AO ist in dieser Bindung unwirksam geworden. Dabei erzeugt ver- 
mutlich die iiberschiissige DNS die leichte Férderung der Zellvermehrung 
(erhéhte Wachstumskurve). 


3. Zusatz von Adenosintriphosphat (ATP, Na,-Salz) 
a) ATP- und AO-Zugabe gleichzeitig 

Von verschiedenen Autoren wird léslichem ATP die Fahigkeit zu- 
geschrieben, AO- bzw. Trypaflavin-induzierte Hemmungen (z. B. 
Muskelkontraktionshemmung KarreMAN 1957, Atmungshemmung 
Massarr et al. 1957a, b) bei gleichzeitiger Gabe mit dem Hemmstoff 
auszugleichen. Inwieweit eine physiologisch bedingte Reaktion der 
Zellen vorlag, ist fraglich. WEISSMANN u. GILGEN (1956) bezweifeln zu- 
dem, daB die lebende Zelle von auBen gebotenes ATP iiberhaupt auf- 
nehmen kann. Auch hier schien eine Méglichkeit gegeben, Latenz und 
Mutationsrate zu beeinflussen. In Zellsuspensionen gleicher Dichte 
wurde AO 1: 10000 mit ATP (10- bis 4 - 10-2 mol) kombiniert. 

Ahnlich wie bei AO + DNS wares auch hier schwierig, die Reaktionen 
in der Zelle von denen im AuBenmedium zu trennen. Wurden naimlich 
im Blindversuch Lésungen beider Stoffe vereinigt, so erschien sogleich 
eine Triibung, die bei kraftigem Schiitteln zwar wieder verschwand, 
jedoch eine leichte Opalescenz des Mediums hinterlieB. In feinster Ver- 
teilung lag auch hier ein AO-Komplex vor, so da8 die Ergebnisse mit 
besonderer Vorsicht beurteilt werden miissen (Abb.3a und 3b). 

Bereits bei der ATP-Konzentration 10- molar sind die charakteri- 
stischen AO-Effekte weitgehend ausgeschaltet; Latenz und log-Phase 
erscheinen gleichermafen verkiirzt. Die Kulturen mit héheren ATP- 
Konzentrationen unterscheiden sich kaum noch voneinander; sie ent- 
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sprechen etwa dem Verhalten bei ATP-Zusatz ohne AO. Es wire dies 
so erklarbar, da das Nucleotid das AO im Medium weitgehend fest- 
gelegt hat und dariiber hinaus (von der Konzentration 10-2 an) noch 
soweit frei verfiigbar war, daB die ungeschidigten Zellen eine zusitz- 
liche Férderung um den Betrag erfuhren, um den auch in Abb.3a die 
AO-freie Kontrolle durch 

denATP-Zusatzerhéhtwurde. oy ] ] 
Aus dieser Differenz geht ” 7 
deutlich hervor, daB die 


70 10 
fe +ATP 


5 
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Abb.3a und b. Hinflu8 von Adenosintriphosphat (Na,-Salz) auf die Wachstumskurve, a ohne und 
b mit AO. SD: 2,7 - 104 Z/ul. a 1 AO-freie Kontrolle ohne Zusitze; 2 AO-freie Kontrolle + ATP 
10~* mol; b 7 AO 1: 10000; 2—4 wie 1 mit steigenden ATP-Zusitzen 


lebende Zelle von auBen gebotenes ATP durchaus aufnehmen und 
verwerten kann. 

WAGNER-JAUREGG (1936) gibt fiir Verbindungen zwischen un- 
substituiertem Acridin und ATP Molverhaltnisse von 1:1 bzw. 2:1 an. 
Im vorliegenden Fall lage demnach das Verhdaltnis schon in Kurve 2 mit 
etwa 1: 1800 ganz auf der Seite des Nucleotids, so daB der UberschuB 
sich durchaus auswirken kénnte. In der Bindung an das ATP scheint 
dariiber hinaus das AO seine schaddigende Wirkung verloren zu haben 
(vgl. AO-DNS-Komplex), da mit dem Ausbleiben der Latenz auch keine 
Mutanten mehr nachweisbar waren. 


b) AT P-Vorbehandlung 
Da unser Hefestamm gebotenes ATP verwerten konnte, wurden in 
den beiden folgenden Versuchen ATP- und AO-Behandlung zeitlich von- 
einander getrennt, um zu kliren, ob allein die Reaktionen auBerhalb der 
Zelle fiir die ,,Schutzwirkung“ des Nucleotids verantwortlich zu machen 
sind. 
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Von einer Hefesuspension, deren Zellen wie bisher durch 48stiindigen Aufent- 
halt in aq. dest. verarmt worden waren, erhielt eine Probe zunichst AO-freie Nahr- 
losung mit ATP-Zusatz (10-* mol), und eine zweite lediglich Nahrlosung, um spater 
die Wirkung des ATP von derjenigen der Niahrlésung selbst trennen zu konnen. 
Nach 3 Std wurde das Zellmaterial beider Kulturen abzentrifugiert, dreimal in 
aq. dest. gewaschen und unter Wiederherstellung der urspriinglichen SD in frischer 

Nahrlosung mit AO 1: 10000 weiter- 


i kultiviert. Eine dritte und vierte Probe 
W'S erhielten keine Vorbehandlung und 
pease wurden zum direkten Vergleich wie 

unter a) angesetzt. 
Die ermittelten Wachstums- 
0 7 +4 inVorks Kurven in Abb.4 erlauben zwei 


2 konte zu 7 
3 +AlP gleich- 
Zeltlg 


Feststellungen: 

1. Eine Anregung des _ Stoff- 
wechsels durch vollstandige Nahr- 
lésung vermindert die Zellschadigung 
in einer folgenden AO-Behandlung. 
Latenzzeit und log-Phase werden 
verkiirzt und damit eine ,,Normali- 
sierung’’ der Wachstumskurve er- 
zielt. 

0 50 m0. 60. Go i 250 2. Kin Zusatz von ATP zur Nahr- 
Abb.4, Einflu8 AO-freier Vorkultur (drei- l6sung vermag den giinstigen Kin- 
stiindig) auf die Dauer der Latenz. SD: flu der Vorbehandlung nicht weiter 
2,8-+10* Z/ul. AO 1: 10000, 2 Vorkultur in : : : 
Nihrlésung + ATP 10-* mol; 2 Vorkultur zu steigern. Er scheint die Ver- 
Voecultar AO ea 7 ohne haltnisse eee insofern zu_ver- 

Vorkultur AO (,,Kontrolle zu 3“) schlechtern, als die sichtbare Garung 

um 24 Std verzégert und die Rot- 

fluorochromierung in den ersten 24 Std beschleunigt eintraten; pe-Mutan- 

ten konnten in diesem Versuch lediglich in Kultur 4 (ohne ATP) nach- 
gewiesen werden. 


c) AT P-Nachbehandlung 

Der folgende Versuch galt der Frage, inwieweit eine bereits erfolgte 
Schadigung der Hefe durch AO nach Entfernen des Farbstoffes aus dem 
Medium noch durch ATP beeinfluBbar ist. 

Kine Hefesuspension in Nihrlésung + AO 1: 10000 wurde wie bisher bei 25° C 
bebriitet und stiindlich die Fluorochromierung der Zellen kontrolliert. Nach 6 Std 
waren 58°/, der Zellen rotfluorochromiert. Ein Teil der Probe verblieb unter den 
genannten Bedingungen, wihrend aus dem Rest das Zellmaterial durch Abzentri- 
fugieren und dreimaliges Waschen in aq. dest. fiir die Nachbehandlung zuriick- 
gewonnen wurde. Auch hier erhielt ein paralleler Ansatz zum Vergleich lediglich 
AO-freie Naihrlésung ohne ATP. 

In Abb.5 sind die Wachstumskurven der drei Proben dargestellt. 

Im Gegensatz zur verminderten Schadigung der AO-frei vorbehan- 
delten Zellen wirkte sich der nachtriigliche Entzug des Farbstoffes 
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negativ aus. Dies duBerte sich in der von 90 auf 145 Std verlingerten 
Latenz und einem dementsprechend verzégerten Garungseintritt. Auf- 
fallend ist allerdings, daB in diesem Fall der verlangerten Latenz nicht 
die erwartete Vermehrungssteigerung durch kleinzellige Hefen folgte. 
Die ,,normalisierende‘‘ Wirkung des ATP beschrankt sich hier also 
lediglich auf eine Abschwiichung des iiberhéhten Kurvenanstiegs 
wahrend der log-Phase. 

Selbst durch wiederholtes Auswaschen der gefarbten Zellen konnte 
nicht der gesamte Farbstoff aus der Kulturfliissigkeit entfernt werden, 
da noch erhebliche AO-Mengen 
aus den Zellen ausdiffundierten. 40 ‘is 
Die charakteristische Rotfluoro-  -77Z/ul 
chromierung blieb jedoch fiir die 
Dauer der Latenz davon un- 
bertthrt und war lediglich in 
ihrer Intensitat etwas abge- 
schwacht. Es kénnen also auf 
diesem Wege einmal fluorochro- 10 
mierte Zellen nicht einfach passiv 
wieder entfairbt und damit aus 
ihrer Latenz geweckt werden. 

Die anhaltende Latenz ist 
aber dennoch schwer zu deuten. 
Es ware allerdings denkbar, daB 
sie allein schon durch den Vor- nee 
gang des Waschens in aq. dest. Sarai bese ig ah gas 500 

e x Abb.5. Hinflu8 AO-freier Nachbehandlung (nach 
und den mechanischen Reiz des 6 Std AO) auf die Dauer der Latenz. SD: 3,4 - 104 
Abzentrifagierens sowie durch Ze 11m AO, 1:00 verse Kontl 
die Ubertragung in frisches Me- 10-? mol; 3 Nachbehandlung mit Nahrlésung 
dium hervorgerufen worden ist. 
Zudem ist die Wirksamkeit des AO in aq. dest. weit intensiver als in Nahr- 
lésung (BoGEN u. Estes 1955). Obgleich die Hefe dieser Behandlung nur 
maximal 1/, Std ausgesetzt war, ist zu bedenken, was in dieser Zeit in der 
Zelle alles geschehen kann; es sei nur an den Proteinabbau erinnert 
(BoGEn u. Keser 1954). 

Uber die Kombination von AO- und ATP-Behandlung 1aBt sich ab- 
schlieBend folgendes sagen: 

1. Eine véllige Aufhebung der hier verfolgten AO-Effekte kann durch 
ATP nur bei gleichzeitiger Gabe mit dem Farbstoff erzielt werden. Sie 
beruht dann aber auf einer Festlegung des AO in einem fiir die Zelle 
unschadlichen ATP-Komplex in vitro. 

2. Wird der Hefe in einer Vorbehandlung ATP zugefiihrt, so vermindert 
dies die Schadlichkeit des AO nicht starker als ATP-freie Nahrlésung. 


15 


284. GunpA KRAEPELIN: 


3. Ist die Zellschadigung durch das AO bereits eingetreten, so kann 
eine Nachbehandlung mit ATP sie selbst bei den dann noch fluorescenz- 
freien oder griinen Zellen nicht mehr riickgaéngig machen. ATP kann 
demnach in den Zellen befindliches AO nicht verdrangen (vgl. KaRrrE- 
MANN 1957), vermindert aber in den Folgegenerationen die weitere Aus- 
bildung von Mutanten. 


4. Zusatz von Pyrophos phat (K-Salz) 


Nach Angaben von WAGNER-J AUREGG (1936) vermag unsubstituiertes 
Acridin eine dem Acridin-ATP-Komplex analoge Verbindung auch mit 
Pyrophosphat einzugehen. Da sich der AO-ATP-Komplex fiir unsere 
Hefe als unschidlich erwiesen hatte, sollte versucht werden, ATP durch 
ein Pyrophosphat zu ersetzen. 

Eine Suspension des A-Stammes erhielt AO 1: 10000 und Kalium- 
pyrophosphat in einer dem ATP-Phosphat des vorigen Versuches 
aquimolaren Konzentration. An Stelle einer Ubereinstimmung mit den 
ATP-Versuchen erzeugte das Pyrophosphat eine zusatzliche Schadigung 
der behandelten Zellen: bereits nach 24 Std waren alle Zellen rot- 
fluorochromiert und schienen abgetétet. Dieser Zustand hielt 50 Tage 
an. Danach zeigte sich aber, daf einzelne noch iiberlebende Zellen 
vorhanden sein muBten, da unter rascher Vermehrung eine ausschlieB- 
lich kleinzellige Population entstand. Eine Zellzahlung war jedoch nicht 
moéglich, weil die auBerordentlich dichten SproBverbainde nicht ohne 
Beschadigung zu trennen waren. Bei Aussaat einer Probe auf Nahragar 
entwickelten sich fast ausschlieBlich ,,petites colonies‘. 

Obgleich in einem Blindversuch ein AO-Pyrophosphat-Komplex 
ausfiel, vermochte dieser die AO-Wirkung nicht aufzuheben, sondern 
verstirkte sie noch zusitzlich. Es geniigt also nicht, das AO in einem 
beliebigen Komplex festzulegen, um seine physiologische Wirkung aus- 
zuschalten. 

5. Zusatz von Orthophosphat (K-Salz) 

Da KH,PO, fiir die Hefe eine gut verwertbare anorganische Phosphat- 
quelle ist, wurde es in steigender Konzentration mit AO kombiniert. 
Die ermittelten Wachstumskurven zeigt Abb.6. 

Ausgehend vom Extremfall in Kurve 5 (ohne Phosphat) kommt es 
dem zunehmenden PO,-Gehalt entsprechend zu einer Annaherung an die 
AO-freie Kontrolle. Die ,,Normalisierung‘‘ bedeutet auch hier wieder 
Verkiirzung der Latenzzeit und der Vermehrungsphase. Wiahrend 
Kultur 2 und 3 einen hohen Prozentsatz kleiner Zellen enthielten, war 
die Population in Kultur 4 und in der unbehandelten Kontrolle auch zu 
Versuchsende nahezu unverindert. In AO-freien Suspensionen wurde 
die Wirkung einer Anderung im Phosphatangebot nicht gepriift, so daB 
hieriiber keine Aussagen gemacht werden kénnen. 
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Vergleicht man das Ergebnis mit den ATP-Versuchen, so lassen sich 
etwa 0,07 mol/l Orthophosphat und 0,001 mol/l ATP in ihrer Wirkung 
gleichsetzen. Das ist noch eine iiber 30fache Orthophosphatmenge, 
selbst wenn man dem ATP-Molekiil zwei statt einen labilen PO,-Rest 
zuschreibt. Riickschliisse auf die Wirkungsweise des ATP kénnen zwar 
daraus nicht gezogen werden, doch scheint der Nucleosidanteil darin 
eine entscheidende Rolle zu spielen. Dafiir spricht auch ein Erginzungs- 
versuch, der hier nur kurz erwahnt werden soll: Bei Zusatz von 10-2 mol 
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Abb.6. EinfluB von Orthophosphat auf die Dauer der Latenz. SD: 2,2-10% Z/ul. AO 1: 10000. 

1 Unbehandelte Kontrolle (AO-frei); 2 Nahrlésung mit 1,5 g/1KH,PO, (,,einfach“‘ = Normalkonzen- 

tration der Nahrlésung); 3 Nahrlésung mit 4,5 g/l KH.PO, (,,dreifach); 4 Nahrlésung mit 9,0 g/l 
KH,PO, (,,sechsfach*‘); 5 Nahrldsung ohne Phosphat 


Adenin (Nahrlésung + AO 1: 10000) zeigte eine Hefeprobe eine Latenz- 
verkiirzung von 75 auf 10 Std. Die Zellzahl erreichte den Wert der un- 
behandelten Kontrolle und iiberschritt ihn kaum mehr. Wie bei ATP- 
Zuasatz war das Medium getriibt und stark fluorescierend. Bei einer 
Parallelkultur dagegen, die eine A4quimolare Uracilmenge erhalten hatte, 
blieb das Medium unverandert. Die Zellvermehrung setzte hier erst nach 
50stiindiger Latenz ein und iiberschritt in entsprechendem Male den 
Kontrollwert in der log-Phase. 


6. Zusatz von Natrium- bzw. Magnesium-Lonen 


Von verschiedenen Autoren liegen Angaben vor tiber eine Hemmung 
der Farbstoffaufnahme durch Zusatz anorganischer Kationen. Hs er- 
geben sich jedoch gerade bei basischen Farbstoffen Widerspriiche, die 
vor einer Verallgemeinerung warnen. Massarr et al. (1947b, c) priiften 
den EinfluB8 einiger Salze auf die Atmungshemmung durch Acridin- 
derivate an Hefezellen. Sie kamen zu dem Ergebnis, da deren giinstige 
Wirkung nicht auf einer Aussalzung des Farbstoffes, sondern auf einer 
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Konkurrenz der Farb- und Salzkationen beruht, die eine direkte Ab- 
hangigkeit zur Wertigkeit erkennen la®t: Na+ < Mg**+ < Al**. Diese 
, Schutzwirkung“ soll sich bei Trypaflavin-behandelten Zellen jedoch 
nur auf die Farbstoffaufnahme und die Atmungshemmung erstrecken, 
nicht aber auf die bakteriostatischen Eigenschaften des Acridins. 

In Zusammenhang mit den Veranderungen in der Latenzzeit wurden 
NaCl und MgCl, gepriift. Salz- und AO-Zugabe erfolgten zu Versuchs- 
beginn. Abb.7 veranschaulicht folgendes Ergebnis: 


~J+MgCle | 


Ghul 


Kontrolle 7 


wl 1 ee] 
0 50 700 160 ZOO 


Abb.7. Einflu8 von NaCl und MgCl, auf die Dauer der Latenz. SD: 2,2-10* Z/ul. AO 1: 10000. 
1 AO 1: 10000 + NaCl 10-! molar; 2 AO 1:10000 + MgCl, 10-* molar; 3 AO 1: 10000; 4 un- 
behandelte Kontrolle 

Zusatz von NaCl bzw. MgCl, (beide 10-1 mol) erméglicht der Hefe 
in Nahrlosung + AO eine Zellvermehrung ohne ausgesprochene Latenz, 
wahrend die Kontrollkultur (ohne Ionenzusatz) tiber 200 Std vodllig 
sistiert ist. Eine Steigerung in der Wirksamkeit vom Na- zum Mg-Salz 
ist insofern feststellbar als im Wachstum der NaCl-Kultur noch eine 
Hemmung iiber 5 Std vorlag, wihrend bei MgCl,-Behandlung die Ver- 
mehrung sofort einsetzte. Im Farbebild lag ferner der Prozentsatz roter 
Zellen bei Kultur 1 wihrend der ganzen Versuchszeit erheblich héher 
als bei 2. Der Unterschied war in der log-Phase am deutlichsten: Wahrend 
bei 1 die Zahl roter Zellen proportional der Zellvermehrung anstieg, 
blieb bei 2 der gesamte Zuwachs fluorescenzfrei. Sichtbare Garung trat 
bei 1 erst nach 43 Std ein, bei 2 dagegen schon nach 19 Std. In der zusatz- 
freien AO-Kultur zeigte sich innerhalb 212 Std keinerlei LebensiuBerung. 

Bemerkenswert ist die Tatsache, da beide Proben mit Ionenzusatz 
eine auBergewohnlich hohe Zellzahl erreichten, wie sie in AO-Versuchen 
bisher nur als Folge einer langen Latenz aufgetreten war. Dies ist darauf 
zuriickzufithren, daB — besonders bei MgCl, — durch multipolare 
Sprossung kleinzellige Folgegenerationen erzeugt wurden, die zu Ver- 
suchsende eine nahezu einheitliche Population darstellten. Auch die 
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anhaltende Vermehrung iiber die log-Phase hinaus ist diesem Umstand 
zuzuschreiben. Dazu ist aber zu bemerken, daB der Ionenzusatz (be- 
sonders wieder MgCl,) auch die Wachstumskurve AO-freier Hefeansitze 
erhdhte und kleine Zellen erzeugte. Ebenso trat die Garung frither ein 
als in der unbehandelten Kontrolle. 

Offenbar wirken beide Salze an sich schon girungs- und vermehrungs- 
fordernd bei gleichzeitig reduziertem Zellvolumen. Morphologisch hatten 
diese Zellen zwar groBe Ahnlichkeit mit den atmungsdefekten AO- 
Mutanten, bildeten aber im Gegensatz reichlich , Altersgranula® und 
unter geeigneten Bedingungen normale Asci. Nach den Mutations- 
ergebnissen von Fapran (1934) mit LiCl und Yanacisurma (1957) mit 
NaCl diirften es aber ebenfalls Mutanten sein. 


7. Vermindertes Glucoseangebot 


BoGEn u. Este berichteten bereits eingehend iiber die Abhangigkeit 
des Fluorochromierungsergebnisses mit AO bei Backerhefe von dem 
jeweils verwendeten Suspensionsmedium. Fluorochromierung und 
Schaédigung nahmen in der Reihenfolge aq. dest., Leitungswasser, 1°/,ige 
Glucoselésung, vollsténdige Nahrlé6sung ab. Im Zusammenhang mit 
einer Beeinflussung der Latenzzeit wurde auch bei dem hier unter- 
suchten Reinstamm A die Zusammensetzung der Nahrlésung variiert. 
Ks stellte sich dabei heraus, daB das Weglassen der Glucose die Durch- 
farbung der Hefezellen erheblich verzégerte. Wahrend bei Anwesenheit 
von Glucose die Rotfluorochromierung bereits nach 20 Std zu 100°/, 
eingetreten war, erfolgte sie ohne Glucose erst nach 180 Std. Im ersten 
Fall bedeutet dies den Eintritt in die spater wieder ttberwundene Latenz, 
im zweiten Fall ist jedoch das Ergebnis endgiiltig, da sich die Hefe ohne 
C- Quelle nicht entwickeln kann. DaB der schnelleren Rotfluorochro- 
mierung in Glucosegegenwart tatsachlich auch eine starkere Schédigung 
zugrunde lag, erwies sich beim Ausplatten mit und ohne Glucose ge- 
farbter Zellen auf Normalagar: mit Glucose waren nach 7 Std 12°/, der 
behandelten Zellen noch koloniebildend gegeniiber 81°/, ohne Glucose; 
nach 24 Std 2°/, gegeniiber 11°/,. Da in glucosefreiem Medium bisher 
keine Mutanten induziert werden konnten, und daher ein unmittelbarer 
Vergleich beider Kulturen nur zu Versuchsbeginn im ruhenden Zustand 
méglich ist, bezieht sich dieses Ergebnis lediglich auf die anfangliche 
Farbstoffaufnahme, ungeachtet der Reaktionsméglichkeiten, die das 
vollwertige Medium den behandelten Zellen im weiteren Verlauf bietet. 

Diese Beobachtung gab den AnlaB, zur Latenzverkiirzung das 
Glucoseangebot von 5 auf 2,5°/, zu vermindern (Abb.8). 

Das Ergebnis zeigt, da die Farbstoffaufnahme und damit die 
Anfangsschidigung schon bei vermindertem Glucoseangebot geringer 
ist. Dadurch konnte zwar die Zellvermehrung friiher einsetzen (Latenz- 
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verkiirzung von 30 auf 10 Std), erreichte jedoch den Wert der unbehan- 
delten Kontrolle erst nach 150 Std, da die friihzeitige Erschopfung des 
Glucosevorrates als begrenzender Faktor wirkte. Davon wurde offenbar 
auch die Entwicklung der Mutanten betroffen. 

Es laBt sich also die Anfangsschidigung der AO-behandelten Hefe 
durch vermindertes Glucoseangebot abschwachen; ein Weglassen der 
Glucose fiihrt dagegen unter den gleichen Ver- 
suchsbedingungen zwar langsam aber 100°/,ig 
zum Tod der Zellen. 

Untersuchungen von WEISSMANN u. GILGEN 
(1956) bestatigten ebenfalls den EinfluB8 der 
Glucose auf die AO-Aufnahme: In Ringerlésung 
mit und ohne Glucose angefarbte Tumorzellen 
wurden im Tierversuch auf ihre Infektionsfahig- 
keit getestet: ohne Glucose hatten die Zellen 
zwar weniger AO aufgenommen (vorherrschende 
Griinfluorescenz und hoherer Restfarbstoff im 

Medium), waren aber nicht mehr _ infektids. 
a Ww NU Fusate von 0,2°/, Glucose fiihrte dagegen trotz 
nabdios Mee: ae Rotfluorochromierung und dreifacher Farbstoff- 
pear a Bue aris aufnahme bei 100°/, der Tiere zum Tode. Offenbar 
mit 5°/, Glucose; 2Nahr- tberlagern sich hier (mindestens) zwei Effekte: 
lésung mit 2,5%/, Glucose eine Herabsetzung der Farbstoffaufnahme bei 
Fehlen der Glucose, andererseits die Laihmung 
des Stoffwechsels, die jegliche Weiterentwicklung der Zellen unméglich 
macht. AuBerdem scheint die Bindungsfestigkeit des AO an die Zell- 
strukturen im glucosefreien Medium gréBer, so daB der aufgenommene 
Farbstoff weniger leicht wieder abgegeben werden kann; eine Ent- 
fairbung rotfluorochromierter Zellen konnte dementsprechend nur in 
Gegenwart von Glucose erzielt werden (vgl. auch BoGEN u. ELstE sowie 
WEISSMANN u. GILGEN). 


Diskussion 

Bei der Vielfalt der Stoffwechselvorgiinge innerhalb einer Hefezelle 
ist nicht zu erwarten, da ihr ,,physiologischer Zustand“ mit Begriffen 
wie Griin- oder Rotfluorescenz ausreichend faBbar ist. BoGEN u. ExsTs 
zeigten schon, daB eine AO-bedingte Rotfluorescenz, die friiher als Zei- 
chen fiir den Zelltod gewertet wurde, auch reversibel sein kann. Dies lieB 
sich in den nun durchgefiihrten Langfairbungen wiederholt bestitigen. 
Hinheitlich rotfluorochromierte Hefeproben befanden sich auch hier 
keineswegs in einem Endzustand, sondern lediglich in einer mehr oder 
weniger lange anhaltenden Latenzphase. Dies gilt allerdings nur fiir 
Farbungen in vollstandiger Nahrlésung. Wurde die Glucose weggelassen, 
so erwies sich bisher jede rotfluorochromierte Hefezelle als tot. 
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Da bei einer AO-Behandlung lebender Hefesuspensionen ja die 
Individualitat der Einzelzelle erhalten bleibt, kann nach Ablauf der 
Latenzzeit das Wachstum in einer Kultur erneut einsetzen. Es scheint 
dann von einzelnen noch turgescenten Zellen auszugehen, die ihre 
Kigenart selbst nach 50tiagiger Sistierung (Zusatz von Pyrophosphat) 
noch verwirklichen kénnen. Ihr Uberleben kann allerdings nicht einfach 
als AO-Resistenz ausgelegt werden, da ihre Nachkommen gegeniiber 
dem Ausgangsstamm Veranderungen aufweisen, die sie auch in Subkultur 
beibehalten. Plattet man solche Proben auf Normalagar aus, so erhalt 
man entsprechend dem Grad der Schidigung einen steigenden Prozent- 
satz ,,petite colonie‘‘-Bildner, der sich im Laufe der log-Phase noch 
weiter erhoht. Zweifellos sind sie fiir die itiberhdhten Wachstumskurven 
in AO-Gegenwart verantwortlich, doch sind sie keineswegs immer 
atmungsdefekt wie zundichst angenommen wurde. Testet man sie einzeln 
mit TTC (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid 0,1°/,ig) auf ihr Reduk- 
tionsvermogen, so stellt man fest, daB stets ein Teil der ,,petites colonies“ 
(pe) nach langerer TTC-Einwirkung sich schwach rosa farbt; ein Zeichen, 
daB die Atmung nicht so weitgehend ausgeschaltet ist wie bei den rein 
weiBen M,,-Zellen. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen, um zu 
klaren, wo der Grund zu diesem unterschiedlichen Verhalten liegt. Es 
ware immerhin denkbar, daB die stark herabgesetzte AO-Konzentration 
wahrend der log-Phase nicht mehr bei allen Zellen bis zum vollstandigen 
Atmungsdefekt ausreicht. Bei einer photometrischen Restfarbstoff- 
bestimmung iiber den gesamten Entwicklungscyclus sank die Konzen- 
tration des freien AO im Medium von 1:10000 zu Versuchsbeginn bereits 
in den ersten Stunden auf 1:40000, war zu Beginn der log-Phase 1 :50000 
und fiel in deren weiteren Verlauf bis zu 1:200000. Eine so schwache 
Konzentration hatte zu Versuchsbeginn keinerlei Einflu8 mehr. 


Die erste Mutationsinduktion erfolgt an den Ausgangszellen zweifel- 
los in den ersten Stunden (oder Minuten?) und ist dann durch einfachen 
Farbstoffentzug nicht mehr riickgingig zu machen. Andererseits werden 
auch noch nach der Latenz in der log-Phase Mutanten neu gebildet, die 
offenbar zu ihrer Konkurrenzfahigkeit gegeniiber den iibrigen in der 
Suspension noch enthaltenen Zellen (normal oder mutiert) der dauernden 
Gegenwart des AO bediirfen. 


Uberblickt man das Ergebnis der Versuche, so zeigen sie recht ein- 
heitlich, daB eine Verkiirzung der Latenzzeit — unabhangig davon wie 
sie erzielt wurde — zu einer ,,Normalisierung“‘ der Wachstumskurve 
fiihrt. Dies bedeutet eine verminderte Anfangsschaidigung und damit die 
normale Weiterentwicklung des Ausgangsstammes. Verlingert man die 
Latenzzeit, d.h. verstirkt die Anfangsschadigung, so treten zunehmend 
die Mutanten in den Vordergrund. 
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Zusammenfassung 

Nach Behandlung eines Saccharomyces cerevisiae-Stammes (Stamm 
A) wurde eine Vermehrungssteigerung festgestellt und auf die Bildung 
kleinzelliger ,,petites colonies‘‘-erzeugender Mutanten zuriickgefiihrt. Die 
Mutation wirkte sich in vollstaéndiger Nahrlésung nur unter der Voraus- 
setzung einer deutlichen Latenzzeit aus und kam in einer Vermehrungs- 
steigerung in der folgenden logarithmischen und stationaren Phase zum 
Ausdruck. Die Dauer der Latenz und der Grad der Abweichung der 
Wachstumskurve von der jeweiligen Vergleichskurve (unbehandelte 
Kontrolle) waren dem Mutantenanteil an der Gesamtzellzahl (mit einer 
Ausnahme) proportional. Latenzverkiirzung bewirkte dementsprechend 
eine ,,Normalisierung‘‘ der Wachstumskurve durch Begiinstigung der 
normalen Ausgangszellen, eine Verlingerung dagegen eine verstarkte 
Mutantenbildung. Latenzverkiirzend wirkten : 

1. Verminderte AO-Gabe zu Versuchsbeginn ; 

2. Zusatz von DNS zum AO-Medium durch Bildung eines nicht toxi- 
schen, nicht mutagenen AO-DNS-Komplexes in vitro; 

3. Zusatz von ATP gleichzeitig mit dem AO durch gleiche Wirkungs- 
weise wie bei DNS; 

4. Verbesserung des Allgemeinzustandes der Hefe vor dee. AO-Be- 
handlung ; 

5. Steigerung des Orthophosphatgehaltes des AO-Mediums; 

6. Zusatz von Natrium- bzw. Magnesiumchlorid zum AO-Medium 
mit weiterer Vermehrungssteigerung durch spezifische Wirkung der Salze; 

7. Geringeres Glucoseangebot durch verminderte Farbstoffaufnahme 
zu Versuchsbeginn. 

Latenzverlangernd wirkten lediglich: Zusatz von Pyrophosphat zum 
AO-Medium sowie Farbstoffentzug nach sechsstiindiger AO-Einwirkung. 


Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Biosynthesis of Fat from some Organic Acids in 
Submerged Cultures of Penicillium spinulosum 
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The formation of fat from citric, succinic, fumaric and malic acids has 
been investigated. Effects exerted by sodium arsenite, f-sulfonic propio- 
nic acid and mono-iodoacetate on the behaviour of preformed pellets 
suspended in solutions of these acids were traced. The acid values of 
these fats and the mean molecular weights of the component fatty acids 
were determined. The results are discussed in light of the commonly 


known metabolic channels. 
Karpara (1948) during his study on the production of fat by Pen/- 


cilliwm javanicum found that among other acids citric, succinic and malic 
acids were readily utilized. Sur (1960) demonstrated the biosynthesis 


of fat from citric acid by P. spinulosum. 


Experimental 


The present work was carried out using a strain of P. spinulosum. A spore 
suspension obtained from 8 days old cultures was used for inoculation. The growth 
medium had the following composition (g/100 ml): NH,Cl, 0.32; FeCl, - 6H,O, 
0.004; ZnSO,:7H,O, 0.031; NaH,PO,-2H,O, 0.027; MgSO,-7H,0, 0.009 and 
K,SO,, 0.0083. The initial py value was adjusted at 3.5. Throughout the work 
described below one litre conical flasks charged with 250 ml portions of media were 
used. The charged flasks were sterilized in steam at 10 1b for 15 min, left to cool, 
inoculated with the spore suspension and finally fixed to a rotary shaker of 80r.p.m 
at 25—27°. Subsequent to 48 hours of incubation the liquid contents of each flask 
was removed (Surmr 1959) and equal volumes of sterile salt solution were ingressed. 
The salt solution had the same composition as the growth medium but lacking the 
carbohydrate source. The flasks containing the salt solution was shaken for 4 hours 
and then discharged from their liquid contents. Equal volumes of the acid solutions 
which contain the desired concentrations of the inhibitors were then introduced. 
The flasks were again fixed to the shaker for definite periods and then removed for 
sterilization. The sterile metabolism solutions were filtered on Buchner funnels for 
the separation of their contents of pellets and other cell debris. The produced mats 
were removed from the wet filter papers, left to dry at room temperature for 3 days, 
transferred to an oven at 70° and finally to a desiccator. The weights of felts and 
their fat content were determined as described by Suir (1958). 

Determination of organic acids was performed by the zone strip chromato- 
graphy. Whatman No. 1 filter sheets were cut longitudinally into 0.5 em wide 
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strips. At 8.0 cm from the end of each strip two pencil marks were drawn. The area. 
enclosed between the two lines was found to absorb 0.00075 ml of liquid when a fine 
capillary tube was passed on this zone. Butanol-acetic acid-water mixture (4:1:5) 
was used as the developing solvent. The alcohol was allowed to descend through the 
strips for 40 cm. The strips were removed, dried and finally sprayed with alcoholic 
solution of p-bromophenol blue of px 6.5. Acids of A.R grade (B.D.H) were used to 


(1) (2) 
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Fig. 1. Illustration of the zone strip technique. (1) Undeveloped strip; (2) developed strip 


Fig. 2. Calibration curves concerning A aconitic acid; C citric acid; M malic acid. (All weights refer to- 
the anhydrous forms) 


Fig.3. Calibration curves concerning S succinic acid; @ gluconic acid. (All weights refer to the 
anhydrous forms) 


draw reference calibration curves which correlate the length and content of zones in 
developed strips (Fig. 1—3). The curves concerning the rest of the acids are similar 
to those demonstrated in the two figs. Strips loaded with authentic samples always 
accompanied each estimation. 


The acid values and the mean molecular weights of the fats were determined as 
described by Hriprron (1949). 


Results and Discussion 


All organic acids used could induce an appreciable increase in the fat, 
contents of the preformed pellets. Succinic acid was the most suitable 
followed by citric, fumaric and finally by malic acids. Sodium arsenite 
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(Table 1) promoted the formation of fat from the different acids. This 
might be due to the stabilizing action of arsenite on the «-ketoglutaric- 
succinic transformation. The «-ketoacid could be traced (as its 2:4 


Table 1 
Effects of sodium arsenite on the formation of fat from some organic acids. Data con- 
cerning cultures at time of replacement 


Mean felt weight (g): 0.411 + 0.018; Fat weight (g): 0.042 
Data obtained subsequent to replacement 


Concentration of sodium arsenite (M) 


Carbon 
source 0.00 0.0014 0.005 0.01 0.05 | 0.10 | 0.50 
Increase succinic | 0.72 | 0.81 | 0.74 | 0.58 | 0.32 | — 0.03 | — 0.08 
in felt fumaric | 0.53 | 0.59 | 0.48 | 0.31 | 0.27 | — 0.05 | — 0.09 


weight (g) malic 0.44 | 0.43 | 0.51 | 0.26 | 0.19 0.03 | — 0.02 
: citric 0.47 | 0.58 | 0.52 | 0.49 | 0.32 0.14 | — 0.11 


Increase succinic | 0.34 | 0.39 | 0.41 | 0.36 | 0.25 | — 0.06 | — 0.08 
in fat fumaric | 0.22 | 0.25 | 0.27 | 0.22 | 0.11 | — 0.01 | — 0.01 
content (g) malic 0.11 | 0.21 | 0.18 | 0.15 | 0.15 0.06 | — 0.02 
citric OAS A022 5 O26) Orel ae tt 0.12 | — 0.04 


Acid succinic | 3.86 | 4.23 | 4.42 | 3.51 | 2.28 0.67 0.96 
consumed(g) | fumaric | 3.37 | 3.53 | 3.42 | 3.21 | 2.82 1.53 0.89 
malic 4.05 | 3.99 | 4.11 | 3.87 | 2.74 2.01 1.02 

citric 2.90 | 2.22 | 2.96 | 3.01 | 1.86 1.12 0.05 


fat/100 g of succinic | 8.8 9.2 9:3 {10-37 110 — — 
acid con- fumaric | 6.5 Tet va) 6.9 3.9 —- —_ 
sumed malic 2.7 5.3 4.4 3.9 5.5 5.9 — 
citric 6.2 6.8 8.8 7.0 7.5 10.7 — 


Initial px of final replacement solutions 2.2. 
Final px of metabolism solutions 3.0—6.9. 
Free acidity of fat (as oleic) ranges from 134.6 to 136.4. 
Mean molecular weight 289—291. 
Initial concentration of acids/100 ml of replacement solutions 
succinic acid 7.0 g. 
fumaric acid 6.88 g. 
malic acid 8.0 g. 
citric acid 7.6 g. 
Results and calculations are based on 100 ml of solutions. 


dinitrophenyl hydrazone) in all cultures poisoned with arsenite. Low con- 
centrations of the poison stimulated the uptake of acids possibly to com- 
pensate the failure of the organism to make the full use of the T.A.C. 
That succinic, malic fumaric and citric acids could be traced in all the 
cultures poisoned with arsenite is a further evidence supporting the 
existence of the T.A.C. 

The restricting effect exerted by f-sulfonic propionic acid (Table 2) 
on the uptake of succinic acid is anticipated. Despite of this the weight of 
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fat produced from 100 g of succinic acid consumed was not markedly 
altered. This indicates that the sulfonic acid could not interfere in the 
metabolic steps leading from acetate, which resulted from succinate; to 


Table 2 
Effects of B-sulfonic propionic acid on the formation of fat from some organic acids 
Data concerning cultures at time of replacement 
Mean felt weight (g): 0.401 + 0.023; Fat weight (g): 0.039 
Data obtained subsequent to replacement 


Concentration of $-sulfonic propionic acid (M) 


Carbon 


source 0.00 0.001 | 0.005 | 0.010 | 0.050 0.080 0.12 
Increase succinic | 0.64 | 0.71 | 0.59 | 0.43 | 0.31 0.32 0.18 
in felt fumaric | 0.49 | 0.54 | 0.51 | 0.48 | 0.40 0.33 0.28 


weight (g) malic 0.47 | 0.52 | 0.42 | 0.53 | 0.46 0.44 0.34 
citric 0.43 | 0.39 | 0.41 | 0.37 | 0.42 0.38 0.35 


Increase succinic | 0.31 | 0.27 | 0.24 | 0.19 | 0.21 0.18 0.16 
in fat fumaric | 0.25 | 0.24 | 0.23 | 0.21 | 0.16 0.18 0.16 
content (g) malic 0.17 | 0.15 | 0.16 | 0.14 | 0.13 0.13 0.15 

citric 0.22 (70.20 |20.21 | 10.18) | 0:17 0.20 0.14 

Acid succinic | 3.76 | 3.32 | 2.95 | 2.44 | 2.51 2.01 1.89 


consumed (g) | fumaric | 3.51 | 3.11 | 2.88 | 2.47 | 2.12 2.53 2.76 
malic 3.87 | 3.69 | 3.51 | 3.20 | 2.86 2.97 3.78 
citric 3.25 | 2.45 | 3.52 | 3.12 | 2.88 3.01 2.21 


Fat/100 g succinic | 8.21 | 8,14 | 8.30 | 7.83 | 8.45 8.12 8.51 
of acid fumarie | 77.28 | #7.71 | -8.02 | 8.521) 9%47 7.08 5.82 
consumed. malic 4.39 | 4.09 | 4.58 | 5.01 | 4.50 4.67 4.01 

citric 6.80 | 5.82 | 6.01 | 5.89 | 6.57 6.62 6.79 


Initial px of final replacement solutions 2.2. 
Final px of metabolism solutions 3.0—6.9. 
Free acidity of the fats (as oleic) ranges from 129.6—135.6. 
Mean molecular weight 289—291. 
Initial concentration of acids/100 ml of replacement solutions 
succinic acid 7.0 g. 
fumaric acid 6.88 g. 
malic acid 8.0 g. 
citric acid 7.6 g. 
Results and calculations are based on 100 ml of media. 


the long chain fatty acids. Detection of traces of «-ketoglutaric acid in 
the metabolism solutions supplemented with succinic and /-sulfonic acids 
substantiates the findings of Kocur and Poposxr (1953). It is probable 
that the x-ketoacid was secreted as a catabolic product of mycelial cells 
or perhaps through the carboxylation of succinic acid. The sulfonic acid 
did not markedly affect the formation of fat from citric, fumaric and 
malic acids. When all these bits of evidence are collected together one can 
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safely assume that the sulfonic acid is competing with succinic acid for 
the succinic dehydrogenase. 

Iodoacetate (Table 3) controlled unfavourably the biosyntheses of fat 
from succinic, fumaric and malic acids. This may be due to the high 
sensitivity of CoA to the inhibitor (SHimr 1960). Iodoacetate also reduced 


Table 3 
Effect of mono-iodoacetic acid on the formation of fat from some organic acids 
Data concerning cultures at time of replacement 


Mean felt weight (g): 0.432 + 0.031; Fat weight (g): 0.041 
Data obtained subsequent to replacement 


Carbon Concentration of mono-iodoacetie acid (M) 


source 0.00 0.0001 | 0.0005 0.001 0.005 | 0.008 0.01 
Increase ~ succinic | 0.66 | 0.62 | 0.64 | 0.57 0.36 0.12 | — 0.11 
in felt fumaric | 0.44 | 0.52 | 0.41 | 0.32 0.15 | — 0.06 | — 0.15 
weight (g) malic 0.47 | 0.41 | 0.38 | 0.22 |—0.01 | — 0.08 | — 0.17 
Increase succinic | 0.29 | 0.23 | 0.16 | 0.11 0.07 | — 0.03 | — 0.07 
in fat fumaric | 0.21 | 0.18 | 0.12 | 0.08 0.03 | — 0.01 | — 0.05 
content (g) malic 0.13 | 0.11 | 0.08 | 0.05 0.02 | — 0.02 | — 0.04 
Acid succinic | 3.80 | 3.31 | 2.72 | 2.41 aE ips 1.01 0.06 
consumed (g) | fumaric | 3.14 | 2.87 | 2.59 | 2.12 1.43 0.66 0.02 
malic 3.48 | 72.98) | 9241 | (219 1.81 0.08 2.02 

Fat/100 g succinic | 7.61 | 6.89 | 5.91 | 4.58 3.40 — _- 

of acid fumaric | 6.70 | 6.27 | 4.58 | 3.77 2:12 — — 

consumed malic 3.66 |/¥St22 | 62:28 | 91.90 Aet2 _ = 


Initial px of final replacement solutions 2.2. 
Final px of metabolism solutions 3.0—6.9. 
Free acidity of fats (as oleic) ranges from 112—123. 
Mean molecular weights of the fatty acids ranges from 221—241. 
Initial concentration of acids/100 ml of replacement solutions 
succinic acid 7.0 g. 
fumaric acid 6.88 g. 
malic acid 8.0 g. 
Results and calculations are based on 100 ml of media. 


the mean molecular weights of fatty acids. This can possibly be attributed 
to the failure of CoA to maintain the normal extent of the repeated con- 
densation reactions between the acyl and acetyl derivatives because of 
the toxic effect of the inhibitor. 


Finally, the high acid values of the fats obtained during the present 


work indicate that these fats were mainly formed of free fatty acids 


possibly because of lack of sufficient glycerol to produce the normal 
glycerides. 
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Summary 

The formation of fat from citric, succinic, fumaric and malic acids 
by Penicillium spinulosum has been investigated. Sodium arsenite, f- 
sulfonic propionic acid and mono-iodoacetate was found to control 
unfavourably the formation of fat from the organic acids by the preformed 
pellets of the organism. Moreover, iodoacetate reduced the mean mole- 
cular weight of the component fatty acids. The /-sulfonic propionic acid 
though reduced the yields of fat yet the ratio fat/100 g of acid consumed 
was not markedly altered by this compound. A modified chromatographic 
method was described for the assay of different acids. 
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The evolution of multicellular and coordinated organisms from 
primitive unicellular forms has been a subject of great fascination to 
the student of life. At the lowest level, such a process would perhaps 
involve the congregation of similar individuals to form a colony, this 
being followed by stages in which the uncoordinated activities of the 
individual cells are gradually synchronized and the entire colony of 
individuals begins to act in concert. Aggregation, coordination and 
taxis in microorganisms have in recent years been best studied among 
the slime moulds (RAPER 1941; Bonner 1944, 1952; Sussman 1955, 
1957). Less well-known is the behaviour of certain bacteria the colonies 
of which exhibit a singular ability to move in an apparently coordinated 
manner on the surface of solid media. Observation of the colonies of 
motile bacteria under a microscope generally reveal motility of cells 
within the colony. The movement of the cells is however uncoordinated 
and random, a feature that is characteristic of the large majority of 
motile bacterial species. Equally uncoordinated is the movement of 
masses of bacterial cells on the surfaces of moist media frequently noted 
in species of Proteus and Rhizobium and referred to as ‘swarming’. This 
is to be distinguished from observations of the migration of entire or 
almost entire but distinct colonies of bacteria in an apparently polarized 
manner on the surface of growth media. The nature of this latter pheno- 
menon and a study of bacteria exhibiting this unusual property form 
the subject of this paper. 


* Present address: Biological Laboratories, University of Rochester, Roches- 
ter 20, New York, U.S.A. 
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Materials, Methods and Media 
Strains 


Seventeen strains previously assembled and studied in this laboratory (Iymr, 
unpublished data) constituted a nucleus around which additional strains were 
added. The large majority of strains were isolated from fresh garden soil. A few had 
been originally isolated from air (IypR and Buar 1955) and from the intestinal con- 
tents of the Indian earthworm (KHampata 1954). Migrating colonies were as a rule 
detected by visual inspection and were conveniently purified from contaminants 
by spot inoculation of a dilute suspension on the surface of nutrient agar. Since 
contaminants did not generally spread beyond the area of inoculation while orga- 
nisms with a propensity to migrate did so, the purification of cultures was easily 
achieved. A total of 54 strains was assembled and studied. 


Methods for the study of cell morphology, colony morphology 
and migration 


The gross morphology of individual cells and their arrangements were studied 
both in wet mounts and in smears stained with methylene blue and Gram stain. 
Though all strains studied formed endospores, the staining of spores was of no 
particular value and was not carried out as a routine measure. Both in Gram 
stained and monochrome stained smears, the spore was clearly defined as an un- 
stained or poorly stained area. The size and shape of vegetative cells, sporangium 
and mature spores were observed in each case. The staining of flagellar appendages 
was attempted by several methods. The methods of LOrriEer (1890) and Kirx- 
PATRIOK (S.A.B., 1957) were most effective for the strains. Tests for motility were 
performed on 18 hour-old cultures on nutrient agar. 


Colony morphology and details of migration behaviour on nutrient agar 
(pu 7,0) were followed by several methods. The conventional slide-culture method 
that is advocated in mycology was unsuitable for the organisms under study. The 
methods that were successfully used were: 


a) The organisms were allowed to develop into colonies and migrate on the 
surface of nutrient agar while direct microscopic examination and photomicro- 
graphic records were made under direct and oblique transmitted light (EIGELSBACH, 
et al. 1951). 

b) The organisms were allowed to grow for varying periods on the surface of 
nutrient agar. Slabs of agar with the growth were then cut out from the petri dish 
and inverted onto the surface of clean glass slides with the organisms adhering to 
the glass surface. The organisms were next fixed to the glass surface by means of 
Bouin’s fixative and thereafter stained by any suitable technique. 


c) The organisms were first allowed to grow, colonize and migrate on the surface 
of membrane filters placed on nutrient agar. At desired intervals, the membranes 
were removed and the growing organisms fixed in position. They were then stained 
by suitable methods permitting in situ observations on developmental morphology 
of the organisms at various stages of migration without disturbing cell arrangement. 

Among the staining procedures used, the tannic acid-crystal violet staining 
technique recommended by Roprnow (1942) proved very useful in demonstrating 
the cell wall and arrangement of bacteria. In this method, the fixed smear (Bouin’s 
fixative) is mordanted with an aqueous solution of 5—10°/, tannic acid and stained 
for 10—15 seconds with a 0.02°/, aqueous solution of crystal violet. This procedure 
reduces the affinity of the cytoplasm for the stain and clearly defines the cell wall. 
In situ preparations were also stained to demonstrate flagella. 
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Physiological tests and media 


Of the large number of physiological tests and media that were employed to 
characterize the strains, several are routinely used in most bacteriological labora- 
tories and for this reason, are not detailed. These tests were carried out according 
to the recommendations of the Society of American Bacteriologists in their ““Manual 
of Microbiological Methods” (1957) and Smrrx et al. (1952) in their monograph on 
‘Aerobic Sporeforming Bacteria”. Only additional media and methods not avail- 
able in these two authoritative reference sources are described in detail. 


Growth at varying temperatures. Tested on slants of nutrient agar incubated in a 
water bath maintained at constant temperature (+ 0.5° C). 


Growth at py 6.0. (Smirx et al. 1952.) 

Growth on glucose nitrate agar. (SmirH et al. 1952.) 

Carbohydrate metabolism. The ability of strains to metabolise glucose oxidatively 
and/or fermentatively was tested by growing the organisms in a medium of the 
following composition (HuGcH and Lerrson 1953): Peptone 0.2 g; sodium chloride 
0.5g; dipotassium hydrogen phosphate 0.03 g; agar 0.3 g; bromothymol blue 
0.003 g; glucose 1.0 g; distilled water 100.0 ml; py 7.1. 

The glucose was added separately after sterilization. The medium was tubed to 
a depth of 11/, inches and duplicate tubes inoculated by stabbing. After inoculation, 
one of the pair of tubes was covered with a layer of sterile melted vaspar to a depth 
of 1/, inch. The ability of a strain to produce acid (or acid and gas) in one or both 
tubes on incubation, enables one to determine whether it is an oxidizer, fermenter, 
oxidizer and fermenter or non-oxidizer and non-fermenter. 


Carbohydrate fermentation tests. (SMITH et al. 1952.) 

Hydrolysis of starch, casein, gelatine and fat. (SmirxH et al. 1952; S.A.B. 1957.) 
Production of acetylmethylcarbinol. (SmirH et al. 1952.) 

Production of indole and hydrogen sulphide. (S.A.B. 1957.) 

Production of urease. (Smrrx et al. 1952.) 

Reduction of methylene blue. (SmrrH et al. 1952.) 

Reduction of nitrates. (S.A.B. 1957.) 

Anaerobic growth in glucose broth. (Sm1TH et al. 1952.) 

Anaerobic production of gas from nitrate. (SmMiTH et al. 1952.) 

Developmental py in glucose broth. (Smirx et al. 1952.) 


Presence of amino acid decarboxylases. Tests for the ability of the strains to 
decarboxylate individual amino acids was carried out by a micro-test recommended 
by SHaw and CLARKE (1955). Heavy suspensions of organisms were made from 
48 hour-old cultures on nutrient agar. To two drops of a culture suspension were 
added two drops of 0.0125 m phthalate buffer of pq 5.0 containing bromocresol 
purple as indicator and two drops of a 0.3 M solution of the amino acid also adjusted 
to pu 5.0. The tubes were incubated at 37° C and readings taken at intervals of 2, 
4 and 24 hours, toluene being added to tubes incubated overnight. The presence of 
a specific aminoacid decarboxylase was indicated by a change in py as revealed by 
the colour of the indicator. A suspension control without the aminoacid and an 
aminoacid control without the suspension were used and if these were alkaline at 
the start of the experiment, buffer was added to all tubes to lower the px to an acidic 
range. 


Phenylalanine test. The suspensions for this test were prepared as in the amino- 
acid decarboxylation test. The test was carried out as follows: to a test tube con- 
taining two drops of suspension, two drops of 0.03 mM phenylalanine and two drops 
of 0.025 M phosphate buffer of py 5.0 were added. The tubes were incubated at 
37° C in a water bath for 1 to 2 hours and tested by adding two drops of 0.5 M ferric 
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chloride. A deep green colour indicated the production of phenylpyruvic acid from 
phenylalanine. This test has been found to be useful in the characterization of 
certain bacterial species (SHaw and CLARKE 1955). 


Nutritional tests and media 


The basal medium for the determination of the nutritional requirements of the 
strains was made up as follows: Sodium chloride 0.05 g; magnesium sulphate 7 aq. 
0.5 g; ferrous sulphate 7 aq. 0.0025 g; calcium sulphate 2 aq. (sat. soln.) 5.0 ml; 
neutral phosphate mixture (Na,HPO, + KH,PO,) 1.02; micronutrient solution 
1.0 ml; distilled water 1.0 litre; px 7.0. 


The micronutrient solution was made up as follows: Zinc sulphate 7 aq. 11.0 g; 
manganese sulphate 1 aq. 5.0 g; cobalt sulphate 0.05 g; boric acid 0.05 g; ammo- 
nium molybdate 2.0 g; copper sulphate 7 aq. 0.007 g; distilled water 1.0 litre. 


The medium was boiled, cooled, filtered, tubed and sterilized by autoclaving 
for 20 minutes at 115° C. Glucose which was as a rule used in a concentration of 
0.5 per cent (w/v) was sterilized separately and added aseptically to the rest of the 
medium. The total volume of the complete medium in each tube was in all cases 


10.0 ml. 


The following inorganic nitrogen sources were tested for their ability to support 
growth: ammonium sulphate, ammonium chloride, ammonium phosphate, ammo- 
nium nitrate, sodium nitrate, sodium nitrite. They were each used in concentrations 
calculated on the basis of 28 mg of nitrogen per 100 ml of the medium. The amino- 
acid mixture that was used was composed of the following twenty two aminoacids: 
DL-alanine, L-arginine, L-asparagine, DL-aspartic acid, L-cystine, glycine, L-gluta- 
mic acid, t-histidine, u-hydroxyproline, DL-isoleucine, Di-leucine, DL-lysine, 
DL-methionine, DL-norleucine, DL-beta phenylalanine, Du-proline, DL-serine, tau- 
rine, DL-threonine, L-tryptophane, L-tyrosine and pDi-valine. All aminoacids were 
used at a concentration of 22 mg per cent with the exception of cystine and tyrosine 
which were used at a concentration ten times less. The mixture was sterilized 


by Seitz filtration. 


The growth factor mixture used had the following composition (g. per litre of 
distilled water): thiamine 100.0 mg; biotin 0.1 mg; pyridoxine 200.0 mg; panto: 
thenic acid 100.0 mg; nicotinic acid 100.0 mg; riboflavin 200.0 mg; inositol 0.5 g 
The mixture was prepared in a tenfold concentration, sterilized by Seitz filtration 
and added to give the above concentration. In growth experiments using thiamine, 
riboflavin, biotin, nicotinic acid or combinations of these, they were added in the 
following concentration (ug. per ml.): thiamine, 0.5; riboflavin, 0.1; biotin, 0.001; 
nicotinic acid, 0.5. The purine and pyrimidine mixture used. was composed of 
adenine, guanine, xanthine and uracil each added in a concentration of 15 wg per ml, 
the mixture being sterilized by Seitz filtration. The soil extract was prepared accord- 
ing to the method of WALLACE and LocHHEAD (1950) and used in a concentration 
of 10 per cent (v/v). Vitamin B,, when used was Seitz filtered and added to give a 
concentration of 0.2 wg per litre, Yeast extract (Oxo Lab.), was used at a concentra- 
tion of 0.1 per cent (w/v). 

Twenty strains selected at random from the collection were used for the nutri- 
tional studies. Growth from 24 hour-old nutrient agar slants were used for preparing 
distilled water suspensions which were washed free of all nutrients before being 
used as the inoculum. Inoculated tubes were incubated at 29° C and readings taken 


upto a period of one week. 


302 J. S. SHuxua and V. N. Iver: 


Results 
Morphological characteristics 


All isolates in our collection constituted a morphologically uniform 
group with differences only in detail. Vegetative cells were as a rule 
slender and straight to slightly curved rods with rounded ends and a 
size range of 0.6—0.8 u/2.5—5.0 w. They occurred singly, in pairs or in 
short chains. The arrangement of vegetative cells or free spores was 
random barring a few exceptions. Spores were oval, central to sub- 
central and distinctly bulging the sporangium. The spore wall was thick 
and stained uniformly, the remnants of the sporangium usually adhering 
to free spores. A morphological distinction between the isolates on the 
basis of differences in detail would not serve any useful purpose as such 
distinctions are not accepted to be clear cut (SmirH et al. 1952; BREED 
et al. 1957). Nevertheless, it has been recognized for some time that 
certain species of the genus Bacillus forming oval, central to sub-central, 
bulging spores have some characteristic morphological features. The 
rods and free spores of B. alvei for instance, are known to be frequently 
arranged in long rows of cells arranged parallel to each other. In B. latero- 
sporus, the spores are typically arranged laterally within the sporangium, 
the remnants of the sporangium being thicker on one side than on the 
other. Reports of such morphological distinctions have been reviewed 
by Smrrx et al. (1952). The other recognized species in this morpho- 
logical group (Morphological Group II of the genus Bacillus) do not have 
any distinctive morphological feature. In the present study, 44 strains 
were found to be morphologically similar to B. alvei and 1 strain to 
B. laterosporus. The remaining strains in the collection did not have any 
characteristic morphological feature though they could be distinctly 
placed in Morphological Group II and as such may be regarded to be 
associated with the “‘Bacillus circulans complex” (IyER and Buart 1955). 


Growth characteristics and the nature of migration 


The morphology of colonies was variable and subject to the in- 
fluence of the degree of their migration. Under conditions when there 
was no migration, the individual colony after 48 hours incubation at 
28° C. was round, moist, raised, low convex, translucent to opaque and 
of a diameter varying from 3 to 8 mm. Under suitable conditions, 
colony migration could readily be observed by the inspection of the 
growing colony at 20 to 100 magnification under oblique lighting. The 
characteristic stages of migration are illustrated in Fig.1. While the 
individual cell exhibits no obvious polarity of movement, experiments 
using the in situ staining methods that have been described, suggest 
that polarization begins to occur early in the development of the colony 
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It has been observed to occur as early as after four cell divisions when 
the polarized portion of the microcolony is observed to consist of a 
single curved column of rods arranged end to end. As development 


Fig.1 (A to 11). Diagram illustrating the progressive development of a migrating colony on nutrient 
.—) 


agar 


proceeds, this single file of cells is reinforced by additional columns of 
cells also originating from the microcolony. The curved path described 
by such columns of cells results in the formation of loops which tend to 
describe smaller and smaller spirals until eventually the spiral closes on 
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itself and migration ceases. The ceasation of migration as described 
usually results in the formation of a macrocolony distinctly visible to 
the naked eye. A macrocolony thus formed continues to have a restricted 
movement which now appears rotational (Fig.2). Modifications of this 
sequence of events frequently occur even on a single plate of medium. 
For instance, the migrating column(s) of cells may fail to describe a 
spiral before reaching the edge of the medium surface, migration may 


Fig.2. Photograph of a rotating colony formed at the termination of a migrating eolony describing 
an anticlockwise spiral (x 40) 


terminate before the spirals tend to close in or migration may be inter- 
rupted by a progressive tendency of the migrating unit to leave behind 
more and more bacterial cells on its track which ultimately results in 
a loss of collective movement. 

It has been recently suggested (SASARMAN et al. 1957) that the tracks 
produced on the agar surface by migrating colonies of B. circulans may 
be a result of the digestion of the agar by the organisms. It was con- 
sistently observed in the present study that tracks were made up of a 
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variable number of cells left behind on their paths by the migrating 
units. Cells that were left behind were capable of multiplying and in turn 
to commence migrating away from their original position (see Fig. 1). 
The direction of the spirals described by migrating colonies was both 
clockwise and anticlockwise with the latter predominating for all strains 
in our collection. SHrNn (1938, 1940), on the basis of cinematographic 
studies, has concluded that 95 per cent of the rotating colonies of B. alvei 


Fig.3. Photograph of a single migrating colony which has described an anticlockwise spiral followed 
by a clockwise one (x 8) 


rotate in the counter-clockwise direction. Murray and ELpER (1949) 
have likewise observed a predominance of counterclockwise movement 
in B.circulans, B.alvei and B. sphaericus var. rotans. Studies on all 
our strains have confirmed the preponderance of counter-clockwise 
movement. However, it has been observed that even a single migrating 
colony may occasionally describe an anticlockwise spiral followed by a 
clockwise one (see Fig.3). No satisfactory explanation of this preferential 


direction of movement has been made. 


Arch. Mikrobiol., Bd. 39 oa 
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Physiological characteristics 


Table 1 records the physiological characteristics exhibited by the 
collection of strains. 


Nutritional characteristics 
None of the inorganic nitrogen compounds tested were able to elicit 
growth from the strains. Consequently, the ability of the following media 
to support growth was tested : 


Medium 1. Basal + diammonium hydrogen phosphate + amino acid mixture. 
Medium 2. Basal + amino acid mixture. 


Table 1. Physiological characteristics 
(Figures indicate number of strains out of the total of 54 showing a positive reaction) 


Glucose metabolism under both aerobic and anaerobic 


conditions 54 
Hydrolysis of: starch | 10 
casein 10 

gelatin | 49 

fat 0 

Production of: acetoin 16 
indole | 48 

hydrogen sulphide 0 

urease 0 

Reduction of: | methylene blue 54 
nitrate 4 

Anaerobic production of gas from nitrate 0 
Growth on glucose nitrate agar 3 


Fermentation (production of acid only) from: 
arabinose tl 
xylose 6 
glucose 54 
fructose 54 
maltose 54 
sucrose 54 
lactose 6 
mannitol 7 
Phenylalanine test 0 
Amino acid decarboxylase test 0 
Developmental py in glucose broth 4.9 to 5.5 


for all strains 


' Reduction followed by reoxidation. 


Medium 3. Basal + amino acid mixture + thiamine. 

Medium 4. Basal + amino acid mixture + thiamine + riboflavin. 

Medium 5. Basal + amino acid mixture + thiamine + riboflavin + biotin. 

Medium 6. Basal -+ amino acid mixture + thiamine + riboflavin + biotin a 
nicotinic acid. 

Medium 7. Basal + amino acid mixture + growth factor mixture. 
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Medium 8. Basal + amino acid mixture + growth factor mixture + purines 
and pyrimidines. 

Medium 9. Basal + amino acid mixture + yeast extract. 

Medium 10. Basal + amino acid mixture + soil extract. 

Medium 11. Basal + amino acid mixture + vitamin By. 


The amino acid mixture with or without ammonium phosphate 
(Media 1 and 2) failed to support growth. The results obtained with the 
other media are presented in Table 2. Thiamine alone could support the 
growth of 7 strains; thiamine, riboflavin and biotin of 9. The further 
addition of nicotinic acid supported the growth of as many as 16 strains 


Table 2. Growth in nutritional media of increasing complexity 
(Figures indicate number of strains out of a total of 20 which show moderate to good 
growth at 28° C) 


Medium? 
3 | 4 | 5 | 6 | 7 8 | 9 | 10 | it 
1 day 5 6 if 8 9 14. 20 20 0 
4 days a a 15 20 20 20 20 


1 See text page 301 for composition of media. 


Table 3. Classification of strains that belong to the ‘‘circulans-alvei” group (Bergey’s 
Manual, 1957) 
Figures indicate number of strains that fall in each group) 


Indole + Indole + Indole — Indole — 
V.P. + VeP ares V.P. + Viees — 
0 a! 0 6 
B. alvei B. alvei — B. circulans B. circulans 

, intermediates 


though growth was delayed in 7 of the strains. The addition of the 
mixture of purines and pyrimidines reduced the number of strains 
showing delayed growth to 6. All strains grew well and rapidly when 
yeast extract replaced the growth factor and purine-pyrimidine mixtures. 
In the presence of the amino acids and soil extract but in the absence 
of the growth factor mixture, all strains were able to grow well in four 
days but only one strain showed good growth in one day. Vitamin B 12 
alone could not meet with the vitamin requirements of the strains. 
Previous studies in this laboratory (Kanea 1959; Kanca and IyErR 
1959) had indicated that the ability of certain sporeforming bacilli to 
grow in a medium containing aminoacids as the nitrogen source did not 
represent any inherent synthetic disability on the part of the strains 
but was the result of amino acid antagonisms. The amino acids found 


mainly responsible for such antagonistic effects in the previous studies 
21* 
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alluded to were L-leucine, DL-serine, L-cystine, and pDL-methionine. 
Omission of these four amino acids individually and in various possible 
combinations from Media 1 and 2 had no effect on the inability of these 
media to support the growth of the strains under study, suggesting a 
definite requirement for other growth promoting substances. 


Discussion 

BERGEY’s Manual of Determinative Bacteriology (BREED et al. 1957) 
divides the genus Bacillus into three morphological groups on the basiS 
of the position of the spore in the sporangium and its relative size and 
shape. Morphological Group II comprises all forms that produce oval 
spores and definitely swollen sporangia. All the 54 strains in the present 
study belong to this morphological group. Two species in the Group, 
B. polymyxa and B.macerans characteristically produce gas from 
carbohydrates. Since none of the strains in the present collection fer- 
mented carbohydrates with gas production, these two species may be 
excluded from consideration. Another species which may likewise be 
excluded is the thermophilic B. stearothermophilus as none of our strains 
were able to grow at or above 50° C. The characteristics recommended 
to distinguish the remaining members of this morphological group is 
as follows: 


Starch hydrolysed Starch not hydrolysed 


| 


Indole negative; Indole positive; px of glucose broth pu of glucose broth 
V.P. test negative V.P.test positive cultures less than 8; cultures 8 or higher; 


growth in glucose no growth in glucose 
B. circulans B. alvei broth under anaer- broth under anaer- 
obic conditions obic conditions 
B. brevis 
Indole positive; Glucose and Indole negative; No growth in basal 
Mannitol positive , medium with carbohydrates 
B. laterosporus B. pulvifaciens 


Furthermore, as has been pointed out earlier, spores of B. alvei and 
B. laterosporus usually have a characteristic type of morphology. In 
B. alvei, the free spores show a tendency to lie in parallel rows. In mature 
spores of B. laterosporus, the remnants of the thickly staining sporangium 
adhere laterally to one side. 

The majority of our strains (44 out of 54) were morphologically 
typical of B. alvet. Physiologically however, only 10 hydrolyse starch, 
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a characteristic to which much weight has been 
attached in the key to the genus. If one were 
to strictly follow the taxonomic key suggested 
in the Manual for the identification of species, 
there would be no alternative but to end up with 
the anomalous position indicated in Tables 3 and 
4 with 42 of the strains placed as intermediates 


Indole 
Glucose — 


Mannitol — 
0 
B. pulvifaciens 


between B. laterosporus and B. pulvifaciens, 2 as wy ‘mh 
. . ° 

B. laterosporus, 6 as B. circulans, 4 as B. circu- 2 2% rc) 
lans— B. alvei intermediates and none as B. alvei. 3 BS 
Hos 


When one considers the morphology exhibited 
by the strains and the fact that descriptions of 
rotating or migrating colonies within this morpho- 


+ 


position which would be consistent with the 


& | 
Ry 
logical group have been largely restricted to 2 ° 2s ° 
B.alvet and B.circulans, the situation that is aio 5 e 
presented may hardly be considered useful in a g|ace 
determinative classification. 5 s 
i = S 
This study reaffirms the necessity for a recon- S|! | = 8 
sideration of the systematics of this relatively s C 28s = 
small group of species in an otherwise well- wloss & 8 
classified genus. In particular, we wish to draw 4 Soe a8 
attention to the necessity for a reexamination of i) lg 
Se nD me 
the value of starch hydrolysis as a character e late c+ 
useful in the delineation of these species. If one ul GuSne eusiot 
. . . . La! S 
were to disregard this character, the majority 5 Sy 5 
of our strains would be classified as B. alvei, a pl eee as 
3 cs 
3 
2 
=) 
aay 
sa 


Table 4. Classification of strains that belong to the ‘‘laterosporus-pulvifaciens” group (Bergey's Manual, 1957) 


morphology exhibited by the strains. Of the a at bie 
physiological characteristics examined, indole 28 

: ‘ : QBae 
production would appear most reliable in charac- Sieh 
terizing strains of B. alvei. The use of this test sos 
for the identification of B. alvei was suggested 
by Durxy in 1947 (Smiru et al. 1952). An | 
inability to produce indole was always accom- 2S x 
panied by an inability to produce acetylmethyl- 28 ce 
carbinol in the strains in our collection. The use E a Ss 
of negative indole and V. P. tests to characterize 
B. circulans would be justified provided one 4: 
can find other useful tests to distinguish these eee = 
species from B. pulvifaciens, a species which os. 38 
has been differentiated now on the basis of its ic g a" S 
inability to hydrolyse starch. It needs to be Eas : 


emphasized that the available description of 
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B. pulvifaciens is admittedly based at present on a study of a meagre 
three strains (Smrru et al. 1952; BREED et al. 1957). 


At the nutritional level, 7 out of 20 strains examined showed 
requirements similar to B. alvei i.e. their growth requirements were 
supported well in an amino acid medium with thiamine as the sole 
added growth factor (KaTzNELSON and LocnHEap 1947; KnicuT and 
Proom 1950). Of the remaining 13 strains, one had a minimal growth 
factor requirement of thiamine and riboflavine, another of thiamine, 
riboflavine and biotin and 7 others of thiamine, riboflavine, biotin and 
nicotinic acid. Three other strains grew well in the presence of the 
7 growth factors while one strain required the mixture of purines and 
pyrimidines. The nutritional requirements of B. circulans are known 
to be both variable and complex (KxIcHT and PRoom 1950; BaxkeEr et al. 
1953; SHarapa and Buat 1955). However, a requirement for nicotinic 
acid has not been so far reported for this species nor for B. alve:. Attention 
must be drawn to a study of 10 strains of B. brevis by Kyiaur and 
Proom (1950) one of which had a nutritional requirement satisfied by 
thiamine, biotin and nicotinic acid. The fact that the minimal growth 
requirement of 7 of the 20 strains studied by us could be supported well 
only in the presence of nicotinic acid would suggest that this growth 
factor plays a more important part than has generally been realised. On 
taxonomic considerations, it would appear that the sporeforming 
bacilli producing migrating colonies nutritionally constitute a hetero- 
Senous group with exacting growth requirements. 


Summary 

It is proposed that the grouping of unicellular forms of bacteria into clusters or 
colonies may be the first step in the evolution of multicellular forms and that any 
further evolutionary advance would require the subordination of the impulses of 
the individual in favour of the needs of the ‘‘colony”’. This latter relationship is 
exemplified by the group movement of certain aerobic sporeforming bacilli. A 
description of the nature of this movement on the surface of nutrient agar has been 
made, 

Studies on 54 strains showing this group movement reveal that 
they taxonomically constitute a nebulous group in Morphological Group IT 
of the genus Bacillus according to the presently accepted system of 
classification (BERGEY’s Manual 1957). While the large majority of the 
strains studied morphologically resemble B. alvei, none exhibit the 
typical physiological characteristics of this species. Considering all the 
characteristics studied, the strains in our collection could be placed in 
an indefinite group comprising B. alvei, B. circulans, B. laterosporus and 
B. pulvifaciens. This however does not reflect any marked dissimilarities 
between the strains studied but rather the unsatisfactory taxonomy of 
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the species enumerated. A re-examination of the determinative classifica- 
tion of these four species especially with reference to the unsatisfactory 
use of starch hydrolysis in the key to the genus is suggested. 
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Aus dem Max Planck-Institut fiir Kulturpflanzenziichtung, Hamburg-Volksdorf 


Untersuchungen iiber die Funktion der Deckschicht 
bei der Fruchtkérperbildung des Kulturehampignons, 
Psalliota bispora Lge. 


Von 
GERLIND EGER 


Mit 3 Textabbildungen 
(Hingegangen am 21. Mérz 1961) 


Seit etwa 200 Jahren wird Psalliota bispora kultiviert. Man kom- 
postiert Pferdemist, Stroh, Heu oder Sagemehl mit mineralischen und 
eiweiBreichen Zusatzen und beimpft das fertige Substrat mit Mycel. Hat 
sich das Mycel geniigend ausgebreitet, wird es mit einer Schicht Erde, 
Lehm, Sand, Torf oder anderem gedeckt. Auf ungedecktem Mycel bleibt 
in der Regel die Fruchtkérperbildung aus. 

Uber die Wirkung der Deckschicht gibt es mehrere Hypothesen. Nach 
ZYCHA (1939) ist das Deckmaterial lediglich Verdunstungsschutz. PizER 
(1950) nimmt irgendwelche Substanzen in der Deckschicht an, die die 
Fruchtkorperbildung auslésen. STOLLER (1952) glaubt, daB das Cham- 
pignonmycel einen fliichtigen Stoff ausscheidet, der das Mycelwachstum 
anregt und die Fruchtkérperbildung hemmt. In dem Deckmaterial soll 
dieser Stoff oxydiert werden. SCHISLER (1957) vermutet die Wirkung 
eines wenig fliichtigen Stoffes X. Die Deckschicht soll nur dazu dienen, 
ihn bis zu-der wirksamen Konzentration anzureichern. TSCHIERPE (1958) 
schlieBlich sieht in der Deckschicht nur das Mittel, ein gewisses CO,- 
Gefalle zwischen Substrat- und Raumluft einzustellen, das die Frucht- 
k6rperbildung auslésen soll. 

Higene Versuche in den vergangenen 21?/, Jahren brachten neue 
Gesichtspunkte in die Diskussion. In einer kurzen Mitteilung (KcER 
1959) wurde das Mitwirken von Mikroorganismen erwogen im Gegensatz 
zu Koon (1958) und PizEr (1950), die auf Grund ihrer Experimente 
glaubten, eine Mikrobentatigkeit ausschlieBen zu konnen. Neue Versuche 
haben die Funktion der Deckschicht bei der Fruchtkérperbildung so weit 
geklart, daB die Ergebnisse nunmehr vorgelegt werden kénnen. 


I. Material 
Alle Versuche wurden mit dem Stamm 71 von Psalliota bispora Lge. durch- 
gefiihrt, den Fri. Frrrscuz 1957 iiber die Sporenaussaat eines Fruchtkérpers des 
wei8en Stammes von HULLEN, Erlangen, isoliert hatte. Die Stammkultur wird seit- 
dem auf Biomalzagar und auf Weizenkérnern erhalten. 
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Das Max Planck-Institut fiir Kulturpflanzenziichtung in Hamburg-Volksdorf 
besitzt einen modernen Champignonbetrieb fiir Versuchszwecke, in dem nach dem 
Kistensystem gearbeitet wird. Die Kisten haben eine Flaiche von 1/, m* und sind 
15 cm hoch. Sie wurden fiir einen Teil meiner Versuche in den Anbauraéumen ver- 
wendet und mit 20 kg Kompost gefiillt. 

Die als Substrat verwendeten Komposte aus Pferdemist und Stroh wurden 
viermal umgesetzt und anschlieBend ,,pasteurisiert“, d.h. etwa 60 Std auf 58—60°C 
gehalten. 

Als Deckmaterial diente bei der Mehrzahl der Versuche Fruhsdorfer Einheits- 
erde 0. Sie wurde meist ohne Vorbehandlung verwendet. Fiir die Versuche in Kisten 
aber wurde — wie fiir die Champignonkulturen des Betriebes — 1 m* Einheitserde 
mit 30 kg CaCO, und (zur Bekampfung von Schimmel und Nematoden) mit 600 cm* 
,,Vapam“ vermischt, angefeuchtet und warm gelagert, bis sich das ,,Vapam“ ver- 
fliichtigt hatte. 

Fir Laborversuche wurden neben Petrischalen und Reagensréhrchen haupt- 
sichlich Einmachglaser (Weckglaser) von 1000 cm* mit und ohne Glasdeckel, 
Erlenmeyerkolben von 500 cm’ und Milchflaschen von 500 cm® verwendet. 

Als Impfmaterial diente in den meisten Versuchen ,,K6rnerbrut‘‘. Weizenkorner 
wurden mit iiberstehendem Wasser 1 Std gekocht, das iibriggebliebene Wasser 
abgegossen und auf 400 g Korner 1,5 g Schlemmkreide zugesetzt. Die Kérner wurden 
in Flaschen abgefiillt, sterilisiert und mit Mycel der Stammkultur beimpft. 

Weizenkérner und Kompost wurden stets bei 121°C autoklaviert, und zwar die 
Weizenkérner je nach Menge 1/,—1 Std, Kompost 2 Std. 


II. Versuche und Ergebnisse 
A, Die Rolle des Substrates bei der Fruchtkérperbildung 
1. Kulturversuche mit sterilen Substraten ohne Deckschicht 


Das Mycel wurde in zahlreichen Wiederholungen auf sterilen fliissigen 
und festen Substraten kultiviert : 

Verschieden feuchtem Kompost; Kompostausziigen in mehreren Verdiinnungs- 
stufen, zum Teil mit Agar; gehickseltem Weizenstroh; gekochten Weizenkérnern 
und Extrakten aus Weizenkérnern mit Agar; wiBerigen Ausziigen aus Weizenkleie; 
2°/)—8°/) Biomalz, zum Teil mit Agar; synthetischen Naihrlésungen mit steigenden 
Zusitzen an Glucose und Backerhefe; synthetischen Nahrlésungen mit zunehmen- 
den Mengen von Cellulose und Biomalz. 

Auf den einzelnen Substraten gab es schwaches bis sehr gutes Mycel- 
wachstum. Auf Kompost, Stroh und Weizenkérnern wuchs das Mycel mit 
kraftigen Strangen. Auf Agarnihrbéden und Fliissigkeitskulturen_ bil- 
deten sich solche Strange erst, als das Substrat betrachtlich Wasser ver- 
loren hatte. In keinem Fall wurde die Bildung eines Fruchtkérpers 
beobachtet. 

Auf mehreren Agar-Schragréhrchen mit Weizenextrakt wurden nach 
einer Kulturdauer von einigen Wochen in zwei aufeinanderfolgenden 
Versuchen einzelne Mycelknétchen von etwa 1mm Durchmesser beob- 
achtet. Ob es sich um die ersten Ansitze zur Fruchtkérperbildung 
handelte, ist unsicher, Sie waren auf diesem Agar vorher nie ‘aufgetreten 
und lieBen sich in den folgenden Versuchen nicht reproduzieren. 
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2. Kulturversuche mit sterilen Substraten und unsteriler Deckerde 


Kompost, gehackseltes Weizenstroh mit 15°/, Schlemmkreide, 
Weizenkérner und frisches Buchensigemehl mit einem Zusatz eines 
eiweiBreichen Abfallproduktes der Industrie wurden in Weckglasern mit 
Deckeln sterilisiert, mit Kérnerbrut beimpft und die Deckel mit Krepp- 
Papierstreifen (,,Hansakrepp“‘) als Schutz gegen Infektion und starkere 
Austrocknung ringsherum festgeklebt. 

Das Stroh wurde vom Mycel etwa so schnell durchwachsen wie der Kompost. 
Auf Sigemehl dagegen wuchs das Mycel noch langsamer als auf Weizenkérnern, so 
daf nach 63 Tagen von 25 Glasern nur 5 gedeckt werden konnten. — Die Versuche 
mit Kompost, Stroh und Kérnern wurden in Reihen von 10—30 Glasern mehrfach 
wiederholt. 

Als das Mycel die Substrate ganz durchsponnen hatte, wurde mit 
Deckerde gedeckt. Die Glaser wurden ohne Deckel in Anbauréumen des 
Champignonhauses aufgestellt. 

Auf Kompost und auf Stroh gab es 14 Tage spater die ersten Frucht- 
kérperanlagen und nach etwa 3 Wochen die ersten reifen Fruchtkérper. 
Diese waren auf Kompost normal ausgebildet, auf Stroh dagegen lang- 
stielig. Die Ertrage auf Stroh waren sehr gering. 

Die Versuche mit Sagemehl muBten aus technischen Griinden 48 Tage 
nach dem Decken abgebrochen werden. Es hatten sich auf drei von fiinf 
Glasern zahlreiche Fruchtkorperanlagen bis zu einem Durchmesser von 
5 mm gebildet. 

Auf Weizenkornern gab es dagegen nie Anlagen. Das Mycel wuchs zu- 
nachst etwas strangig durch die Deckschicht hindurch und bildete auf der 
Oberflache einen Rasen, der nach dem BegieBen zu einer wasserabstoBen- 
den Schicht zusammensackte. 

Die Versuche zeigen, daB das Substrat auf die Fruchtkérperbildung 
groBen EHinfluB hat. Substrate, auf denen das Pilzmycel sehr gut und 
stringig wiichst, kénnen zur Fruchtkérperbildung ungeeignet sein. Es 
wurde daher fiir alle folgenden Versuche Kompost verwendet. 

Hier miissen noch einige Versuche erwahnt werden, die fiir die Dis- 
kussion der Ergebnisse wichtig sind: 

In drei Wiederholungen wurden zahlreiche Glaser mit sterilem 
Kompost und mit sterilen Weizenkérnern mit ,,Tesakrepp 5250° zu- 
geklebt, das weniger luftdurchlassig ist als ,,Hansakrepp‘. In allen 
Glasern mit Kompost wuchs das Mycel normal, wenn auch langsamer als 
unter ,,Hansakrepp‘‘. Der Geruch war nach mehreren Wochen Kultur- 
dauer normal. Auf Weizenkérnern dagegen begann das Mycel nach 
1 Woche zu kollabieren und sich gelb-grau zu verfirben. Nach mindestens 
20 Tagen wurden die Glaser gedffnet. Sie rochen widerlich vergoren und 
um so stirker, je linger die Kultur gedauert hatte. Die Korner am Rande 
des Mycels wurden bei Luftzutritt geschwiirzt. Eingehende Untersuchungen 

22* 
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stellten sicher, daB in keinem Fall eine Infektion mit irgendwelchen 
Mikroorganismen vorlag und da Mycelwachstum und Geruch auf Kor- 
nern um so schlechter sind, je starker der LuftabschluB ist. Offenbar 
unterscheiden sich die Stoffwechselprodukte des Champignons auf den 
beiden Substraten sehr. Dies zeigten auch Versuche unter volligem 
Abschlu8 von Frischluft. Bei einem Verhaltnis von Substrat- zu Luft- 
volumen von 3 zu 5 wurde die Luft taglich dreimal langsam umgewalzt. 
Dabei wurde sie durch Waschflaschen mit KMnO, und Aktivkohle 
geleitet. Wo Korner als Substrat dienten, wurde KMnO, relativ schnell 
entfirbt, und das Mycelwachstum hérte auf. Auf Kompost dagegen 
wuchs das Mycel kontinuierlich weiter. 


B. Die Rolle der Beliiftung bei der Fruchtkérperbildung 


In der Literatur wurde haufig auf die Notwendigkeit einer guten 
Liiftung fiir die Fruchtkérperbildung hingewiesen, z.B. LAMBERT (1933), 
STOLLER (1945, 1952a und b), TscuteRPE (1958). Es muBte deshalb 
gepriift werden, ob die Beliiftung unter den fiir sterile Kulturen tiblichen 
Verschliissen fiir die Fruchtkérperbildung ausreicht. 


Tabelle 1. Die Wirkung der Beliiftung auf die Fruchtkérperbildung 


davon mit 


Zahl der 


Kulturgefibe Kompost | nach dem Decken mit GefiiBe Frucht- 
ee Anlagen kérpern 
n. st. Glasdeckel 15 0 0 
n. st. Wattestopfen 15 2 0 
Weckglaser n. st. Wattehaube 20 19 16 
st. Wattehaube 18 18 13 
n. st. offen 15 15 15 
n. st. offen, nicht gedeckt 30 0 0 
Milchflaschen n. st. Wattestopfen 8 0 0 
stehend n. st. offen 2 1 0 
Milchflaschen n. st. Wattestopfen 16 1 1 
liegend n. st. offen 14 5 3 
Kolben st. Wattestopfen 10 0 0 
stehend st. Wattehaube 10 0 0 
Kolben 
liegend st. Wattehaube ra 2 0 
st. Durchliiftung 30 29 26 
Kolben t Durchliiftung, 7 
he nicht gedeckt 2 Q 


Erlauterung der Tabelle: n. st. = nicht sterilisiert; st. = sterilisiert. 


Weckgliser wurden bis 3 cm unter den Rand mit etwa 400 ¢ Kompost gefiillt, 
Milchflaschen und Erlenmeyerkolben mit 60—100 g (etwa 1/, der GefiBe). Ein Teil 
davon wurde sterilisiert. Vom Beimpfen bis zum Decken waren die KulturgefaBe 
mit Glasdeckeln oder Wattestopfen verschlossen. Die Mehrzahl der Flaschen und 
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Weckglaser mit unsterilem Kompost und Wattestopfen fiel aus, weil das Mycel nicht 
wuchs. Unter Glasdeckeln entwickelte sich das Mycel auf unsterilem Kompost nur, 
wenn die Glaser taglich kraftig geliiftet wurden. Auf sterilisiertem Kompost wuchs 


Abb.1. Versuch mit durchliifteten Kolben. Linker Kolben: Kompost und Deckerde steril. Das Mycel 

durechwichst die Erde ganz dicht. Rechter Kolben: Kompost steril, Deckerde unsteril. Das Mycel 

durchwiichst nur den unteren Teil der Erdschicht dicht. Oben bleibt sie schwarz, und es entwickeln sich 
hier ein Fruchtk6rper und zahlreiche Anlagen 


das Mycel unabhangig vom Verschlu8 gut. Hatte das Mycel den Kompost durch- 
wachsen, wurde mit unsteriler Deckerde 2 cm hoch gedeckt. Die GefaBe wurden nun 
verschlossen, wie T'ab.1, Spalte 3, angibt. 

Die Glasdeckel lagen lose auf. Die Wattestopfen hatten einen Kern aus Zellstoft 
und waren 6 cm hoch. Die Hauben bestanden aus einer lockeren Lage Watte, die in 
Verbandmull eingenaht war. Sie waren fiir Kolben 0,5 cm, fiir Weckglaser 1,0 cm 
dick. Alle durchliifteten Kolben hatten 2 cm iiber dem Boden einen Ansatzstutzen, 
der tiber Gummischlauche mit Quetschhahnen einer Saugpumpe angeschlossen 
war. Die Kolbenhalse verschlossen Gummistopfen mit umgekehrten Garrohrchen 
(vgl. Abb.1), deren U-Rohr und der untere Teil der anschlieBenden Kugeln mit 
destilliertem Wasser gefiillt war. Die freie Offnung des Rohrchens war mit einem 
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Wattestopfen und einer daritbergezogenen Wattehaube versehen, die als Filter 
dienten. Die angesaugte Luft wurde nach dem Durchtritt durch das Filter an- 
gefeuchtet. Die Luftzufuhr zu den einzelnen Kolben wurde durch Zahlen der Luft- 
blasen einreguliert. 


Tab.1 zeigt das Ergebnis der Versuche. Ohne Deckerde gab es bei 
sehr guter Liiftung keine Fruchtkérperanlagen. Mit Deckerde gab es 
Fruchtkérper nur in offenen GefaSen, 1 cm unter einer Wattehaube oder 
in durchliifteten Kolben. Bei Rohrchen und Kolben mit fiir Sterilkul- 
turen iiblichen Verschliissen reicht die Beliiftung fiir die Fruchtk6rper- 
bildung nicht aus. Die Deckschicht ist fiir die Fruchtk6érperbildung un- 
erlaBlich. 

AuBerdem wurde beobachtet: In allen GefaéBen, in denen es keine 
Fruchtkérper gab, durchwuchs das Pilzmycel die Deckschicht so inten- 
siv, daB sie weiB aussah. In GeféBen mit Fruchtkérperbildung war das 
Mycelwachstum in der Deckschicht sehr viel schlechter, wenigstens die 
Oberflache blieb schwarz. In wenigen Kolben und Flaschen blieben auch 
unter Wattestopfen einzelne Erdkriimel schwarz. Wurden die Stopfen 
entfernt und die Flaschen hingelegt, so bildeten sich auf diesen Kriimeln 
Anlagen und sogar Fruchtkérper. 


C. Die Rolle der Deckschicht bei der Fruchtkérperbildung 


1. Deckversuche mit verschiedenem Material in Anbaurdumen 


Es wurden vier Versuche mit Kisten durchgefiihrt. Gedeckt wurde 
mit organischem und anorganischem Material verschiedener Teilchen- 
groBe. Das Ergebnis zweier Deckversuche zeigen die Tab.2 und 3. 


Die Kisten eines Versuches enthielten denselben Kompost und wurden in 
einem Anbauraum in gleicher Héhe so aufgestellt, daB Deckmaterial nicht von einer 
Kiste auf die andere gelangen konnte. Gedeckt wurde mit einer 2—3 cm dicken 
Schicht, nachdem der Kompost vom Mycel gut durchsponnen war. Die Kisten 
waren sehr gut mit Frischluft versorgt. Die Oberfliche der Deckschichten wurde 
leicht mit Wasser iiberspriiht, sowie sie etwas abgetrocknet war. Manches Deck- 
material muBte taglich angefeuchtet werden. 

Zu den einzelnen Deckmaterialien, siehe Tab.2 und 3, sei noch vermerkt: 
, Saran“ Nr, 50/023 der Saran-Webereien, Kéln, ist ein Kunstfasergewebe von 
0,5mm Maschenweite. Es wurde fabrikneu benutzt. Die Glasperlen wurden mit 
konzentrierter HCl ausgekocht und anschlieBend 24 Std gewassert. 

Der Kompost, der zum Decken verwendet wurde, stammte vom gleichen 
Ansatz wie das Substrat und wurde mit diesem zusammen pasteurisiert. Ein Teil 
wurde sofort nach dem Pasteurisieren bei -+- 80°C getrocknet und zu Pulver ge- 
mahlen. Die Halfte des Pulvers wurde 14 Std bei 140°C erhitzt. Vor dem Decken 
wurden 1000 g Pulver mit 2500 cm® Leitungswasser innig vermengt. 

Der Rest des Kompostes wurde bei — 20°C eingefroren und bei dieser Tempera- 
tur gelagert. 1 Tag vor dem Decken wurde er aufgetaut. Ein Teil wurde homogeni- 
siert. Dazu muBte mit dem Kompost viel Wasser in den Homogenisator gefiillt 
werden. Das Wasser wurde nachher abgepreft. Der Rest des Kompostes wurde so 


lange gewaschen, bis das Wasser nicht mehr gefirbt war. Das iiberschiissige Wasser 
wurde abgepreBt. 
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Tabelle 2. Fruchtkérperernte auf verschiedenem Deckmaterial 


Erntedauer auf Deckerde 66 Tage. Autoklaviert wurde bei 121°C 


Erste Ernte, 

Deckmaterial Tage nach Z G 
(= SE a ee ee 
nicht gedeckt — 0 — 
, Saran doppelt — 0 — 
Glasperlen, 6mm @ — 0 — 
pasteurisierter Kompost — 0 — 
homogenisierter Kompost 57 30 iy 
Kies, 7—15 mm @, 2 Std autoklaviert 26 650 15 
Kies unter 5mm @ + Grobsand, 

2 Std autoklaviert 25 690 21 
feiner Quarzsand, 2 Std autoklaviert 30 310 33 
Koks, 10—40 mm @, 2 Std autoklaviert 25 420 23 
Koks, 5—15 mm @, 2 Std autoklaviert 24 400 18 
zerklopfte Ziegelsteine, 10—20 mm @, 

2 Std autoklaviert 24 290 25 
Bimsstein (Merck 5291), ca.5 mm @ 25 260 20 
Deckerde, 2 Std autoklaviert 25 320 15 
Deckerde, nicht autoklaviert 21 1200 10 


Erlauterung der Tabelle: Z = Zahl der Fruchtkérper je Quadratmeter; 
G = mittleres Gewicht eines Fruchtkérpers in Gramm. 


Tabelle 3. Fruchtkérperertrag auf verschieden behandeltem Kompost als Deckmaterial 
Erntedauer auf der Kontrollkiste mit Deckerde 37 Tage 


Deckmaterial 


nicht gedeckt 
pasteurisierter Kompost 
pasteurisierter Kompost 
pulverisierter Kompost 
pulverisierter Kompost 
pulverisierter Kompost 
pulverisierter Kompost 
pulverisierter Kompost 
homogenisierter Kompost 
homogenisierter Kompost, 
ausgewaschen 
ausgewaschener Kompost 
ausgewaschener Kompost 
ausgewaschener Kompost 
ausgewaschener Kompost 
ausgewaschener Kompost 


Deckerde 
Erlauterung der Tabelle: 


Erste Ernte, 

Tage nach Z G 
dem Decken 

56 5 95 

42 10 120 

57 10 45 

51 + 18 

57 4 17 

58 4 20 

= 0) = 

== @) = 

29 280 29 

30 240 30 

28 750 18 

29 320 21 

31 610 20 

31 1000 13 

36 210 23 

21 1360. 9 


Z = Zahl der Fruchtkérper je Quadratmeter; 


G—mittleres Gewicht eines Fruchtkérpers in Gramm. 
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Tab.2: Auf ungedecktem oder mit pasteurisiertem Kompost gedeck- 
tem Mycel gab es keine Fruchtkérper, auch nicht auf ,,Saran“ und den 
Glasperlen. Homogenisierter Kompost als Deckmaterial wurde vom My- 
cel rasch dicht wei durchsponnen mit Ausnahme einiger scharfbegrenz- 
ter Flecken, die dunkel blieben. Nur auf diesen Flecken mit gehemmtem 
Mycelwachstum gab es Fruchtkérperanlagen und nach 57 Tagen die 
ersten erntereifen Fruchtkérper. Auf Deckerde (letzte Zeile) gab es schon 
nach 21 Tagen eine sehr 
gute Ernte. Die obersten 
1—2 mm der Erdschicht 
waren zu dieser Zeit 
praktisch frei von 
Mycel. Auf allen anderen 
Deckmaterialien begann 
die Ernte spater als 
auf Deckerde, und der 
Ertrag war sehr viel 
niedriger. Ein Vergleich 
der letzten beiden Zeilen 
der Tabelle zeigt, daB 


1 durch zweistiindiges 
Abb.2. Mycel auf kompostiertem Pferdemist wurde mit Kom- Autoklavieren der Deck- 


postpulver gedeckt. Das Mycel durchwuchs die Deckschicht 
sehr dicht bis auf einige Flecke, die schwarz blieben. Nur auf z ; S 
den schwarzgebliebenen Flecken gab es spaiter Fruchtkérper Fruchtk6érper auszul6- 


erde die  Fiahigkeit, 


sen, stark vermindert 
wurde. Die Wiederholung des Versuches brachte dieselben Ergebnisse. 
Es wurden dabei auch Glasperlen von 3 mm und 1,5 mm Durchmesser 
in 2cm hoher Schicht verwendet. Bei gleicher Dicke und gleichem 
Druck der Deckschicht auf den Kompost war so dasselbe Poren- 
volumen in kleinere Capillaren aufgeteilt. Auch auf den feinen Glas- 
perlen gab es keine Fruchtkoérper. 

Tab.3: In diesem Versuch wurde mit Kompost verschiedener Form 
gedeckt. Auf der ungedeckten Kiste gab es erstmalig einzelne Anlagen 
und Fruchtkérper, auch auf pasteurisiertem und pulverisiertem Kom- 
post. Auf letzterem, siehe Abb.2, wurde das Mycelwachstum in ein- 
zelnen, schwarzbleibenden Flecken gehemmt. Die Anlagen und Frucht- 
kérper erschienen spéter an diesen Stellen. 

Mit homogenisiertem und ausgewaschenem Kompost als Deckschicht 
gab es dagegen gute Ertrage, doch lagen sie in allen Fallen weit unter dem 
Ertrag auf Deckerde, und die Ernte begann wesentlich spiter. Bei der 
Wiederholung des  Versuches wurde Kompostpulver verwendet, 
das auf 140°C erhitzt worden war. Es gab auf schwarz gebliebenen 
Flecken der Deckschicht Fruchtkérper, insgesamt 270 je Quadrat- 
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meter ab 62.Tag nach dem Decken gegeniiber 990 Fruchtkérpern ab 
25. Tag auf Deckerde. 

Die Deckversuche lassen folgende Schliisse zu: 

1. Die entscheidende Wirkung der Deckschicht auf die Fruchtk6rper- 
bildung kann nicht der Verdunstungsschutz sein (vgl. Zycua 1939). Es 
miiBten sonst auf normaler Deckerde, autoklavierter Deckerde und pul- 
verisiertem Kompost gleich viele Fruchtkérper entstehen, da diese 
Materialien in ihrer physikalischen Struktur itbereinstimmen. Auch unter 
Glasperlen miiBte es Fruchtkérper geben, auf den feineren mehr als auf 
den groben, ebenso auf Kies. Die Fruchtkérperbildung unterbleibt aber 
auf Glasperlen und ist auf grobem und feinem Kies gleich. 

2. Kin Hungerfaktor entsprechend der Theorie von Kuess (1896) 
kommt als auslésender Faktor ebenfalls nicht in Frage. Die Ertrage 
miiBten sich sonst in die fallende Reihe ordnen lassen: Glasperlen, Kies, 
Quarzsand — Ziegelsteine, Koks, Bimsstein — Deckerde — ausgewaschener 
Kompost — normaler Kompost, Kompostpulver. 

3. Auch der Druck der Deckschicht auf das Mycel kann nicht von 
HinfluB sein, da sich keine Beziehung zwischen dem spezifischen Gewicht 
des Deckmaterials und dem Ertrag erkennen laBt. 

4. Dagegen sprechen einige Beobachtungen dafiir, da es einen 
Faktor X gibt, der unabhangig von der Art des Deckmaterials auftreten 
kann, in unsteriler Deckerde besonders reichlich vorhanden ist und durch 
das Autoklavieren vermindert wird. Dieser Faktor bewirkt eine Hem- 
mung des Mycelwachstums (schwarze Flecken auf homogenisiertem 
Kompost und schwarze Farbe der obersten Millimeter der Deckerde). 
Auch die Beobachtungen iiber das Mycelwachstum in der Deckschicht 
und die Fruchtkorperbildung (vgl. S. 318) deuten darauf hin. 


2. Versuche mit Deckerde in Anbaurdwmen 


17 Weckglaser, bis 4 cm unter den Rand mit von Mycel durchwachse- 
nem Kompost gefiillt, wurden bis auf zwei Kontrollen nicht wie tiblich 
gedeckt. Es wurden vielmehr Stiicke von ,,Saran“‘ (vgl. 8.318) auf Draht- 
ringe gespannt, die genau in die Offnung der Glaser paBten und 1 cm, 
2 cm und 4 cm iiber der planierten Kompostoberflache befestigt. Dann 
wurden auf das ,,Saran‘‘ je 25 g feuchte Deckerde aufgetragen. Es gab nur 
dort Fruchtkérper, wo das Mycel mit der Erde Kontakt bekam: in den 
Kontrollglasern, in drei Glasern, wo einzelne Mycelstrange nach 4 Wochen 
das ,,Saran“ erreicht hatten und in die Erdschicht hineingewachsen 
waren, in zwei Glasern, wo nach einiger Zeit Erdkriimel vom ,,Saran* 
auf den Kompost gefallen waren. 

In einem anderen Versuch wurden auf ungedeckten, von Mycel dicht 
durchsponnenen Kompost einzelne Deckerdekriimel verschiedener Grobe 
aufgelegt. Bestanden die Kriimel aus frisch bereiteter Deckerde, so wurde 
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sie rasch vom Mycel iibersponnen, es gab keine Fruchtkérperanlagen. 
Wurden dagegen schwarze Kriimel von Kisten heruntergenommen, auf 
denen bereits Fruchtkérper standen, so gab es darauf in den meisten 
Fallen einige bis sehr zahlreiche Anlagen. 

Wiihrend eines Anbauversuches mit 300 Kisten, die alle am gleichen 
Tag mit derselben Erde gedeckt worden waren, konnte beobachtet wer- 
den, daB das Mycel auf den meisten Kisten in ausgedehnten Flecken 
durch die Deckerde hindurchwuchs und sich auf der Oberflache aus- 
breitete, wahrend an anderen Stellen das Mycel nur langsam in die Deck- 
erde hineinwuchs und die obersten 1—2 mm frei davon blieben. Auf 
diesen schwarz aussehenden Flecken (vgl. Abb.2) entstanden sehr viele 
Fruchtkérper, wahrend die benachbarten weiBen Flecken nahezu frei von 
Fruchtkérperanlagen waren. 

Diese Versuche und Beobachtungen zeigen, da das Mycel nur in 
engem Kontakt mit Deckerde Fruchtk6érperanlagen bildet, dai der 
Faktor X, der fiir die Fruchtkérperbildung maBgebend ist, in frischen 
Deckerdekriimeln zumindest nicht in ausreichender Menge vorhanden 
ist, und daf dieser Faktor unter Umstanden in der Deckerde unregel- 
mafig verteilt sein kann. 

Auf Grund der geschilderten Beobachtungen wurde vermutet, daB 
Mikroorganismen diesen Faktor X darstellen. Es wurde in der Folge- 
zeit versucht, dies nachzuweisen. 


3. Deckversuche unter Laboratoriumsbedingungen 

Uber einen Teil der Versuche wurde bereits kurz berichtet (EGER 
1959). Sie wurden in Weckglasern und in durchliifteten Kolben durch- 
gefiihrt. 

Es wurde gedeckt: unsteriler Kompost mit unsteriler Deckerde; unsteriler Kom- 
post mit sterilisierter Deckerde; sterilisierter Kompost mit unsteriler Deckerde; 
sterilisierter Kompost mit sterilisierter Deckerde. 

Waren Kompost und Deckerde oder eins von beiden unsteril, so gab 
es Anlagen und Fruchtkérper. Wurden die Kulturen steril angesetzt und 
eine nachtragliche Infektion verhindert, so blieb die Bildung von Frucht- 
kérperanlagen aus. Wurde bei steril angesetzten Kulturen eine Infektion 
aus der Luft erméglicht, so gab es einige Anlagen und auch Fruchtkorper, 
aber spater als bei Kulturen, die seit Versuchsbeginn unsteril waren. 

Unter sterilen Bedingungen wurde die Deckschicht rasch und sehr 
dicht vom Mycel durchsponnen (Abb.1, links), unter nicht sterilen Ver- 
haltnissen, aber gleicher Beliiftung, blieb die Deckschicht teilweise 
schwarz. Auf den schwarzen Stellen entstanden Anlagen und Frucht- 
korper (Abb.1, rechts). 

Planmafige Versuche zeigten, daB auf sehr kleinen Kompostmengen 
(herunter bis zu 5 g!) voll ausgebildete Fruchtkérper entstehen kénnen, 
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wenn man geniigend Deckerde neben den Kompost gibt. Daraufhin 
wurde folgende Versuchsanordnung gewahlt: Petrischalen wurden zur 
Halfte mit etwa 10 g feuchtem Kompost 5 mm hoch gefiillt, mit 10 ml 
Wasser begossen und 2 Std autoklaviert. Der Kompost wurde mit von 
Mycel bewachsenen Agarstiickchen beimpft. Nachdem das Mycel den 
Kompost durchwachsen hatte, wurde Deckerde in gleicher Héhe in die 
andere Schalenhalfte gefiillt (vgl. Abb.3). 

Die Deckerde wurde vorher befeuchtet, gut gemischt und ein Teil in Petri- 
schalen autoklaviert. Der autoklavierten Erde wurden vorsichtig 20 ml steriles 
Wasser je Petrischale zugesetzt, der unsterilen Erde Leitungswasser in gleicher 
Menge. In jedem Versuch waren sterile und unsterile Erde gleich naB. Eine Schale 
mit Erde diente zum ,,Decken“ zweier Schalen mit durchsponnenem Kompost. Alle 


Schalen wurden vor und nach dem Decken im selben Regal bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt. 


Uber die autoklavierte Deckerde wuchs das Mycel schnell und dicht 
hinweg, die Erde sah dann weif aus. Auf unsteriler Erde wuchs das Mycel 
in den ersten Tagen genau so schnell wie auf der autoklavierten. Nachdem 
es aber etwa 1 cm zuriickgelegt hatte, verlangsamte sich das Wachstum 
immer mehr. Nach 14 Tagen zeigten sich an den Hyphenenden feine 
Knétchen, die sich in den folgenden 14 Tagen zu dicken Fruchtkérper- 
anlagen entwickelten oder sogar zu Fruchtkérpern. Dabei verdickten sich 
die Hyphen zwischen den Anlagen und dem Kompost zu dicken Strangen. 
Die Erde zwischen den Strangen blieb schwarz. Das Bild, das man so 
erhalt, gleicht einem Querschnitt durch die obersten Zentimeter eines 
Champignonbeetes (vgl. Abb. 3). 

Es ist fiir die Fruchtkorperbildung also nicht ndétig, daB die Erde 
wirklich deckt. Die Vorgange, die sich im Champignonbeet in vertikaler 
Richtung abspielen, kénnen ebenso gut auch in horizontaler Richtung ab- 
laufen. Damit sind wohl alle Hypothesen widerlegt, wonach die Deck- 
schicht dazu dienen soll, fliichtige Stoffe anzureichern. 

Wichtig ist die Beobachtung, daB die Hemmung des Mycelwachstums 
bei Verwendung unsteriler Deckerde erst nach einigen Tagen beginnt und 
sich zunehmend verstarkt. 

Mit der geschilderten Methode, dem ,,Halbschalentest‘‘, wurde ver- 
sucht, zu entscheiden, ob die Fruchtkorperbildung wirklich durch Mikro- 
organismen ausgelost wird. Eine Ubersicht iiber den Verlauf der Ver- 
suche gibt Tab. 4. 

Das Mycel wurde auf sterilem Kompost herangezogen. Hine Portion 
Deckerde wurde gut vermischt. Davon wurden zwei Petrischalen gefiillt 
und bei + 4°C aufbewahrt, der Rest wurde an zwei aufeinanderfolgenden 
Tagen je 2 Std autoklaviert, so da mit Sicherheit alle Keime abgetétet 
waren. Eine Probe der sterilen Erde wurde in zwei sterilen Petrischalen 
aufbewahrt, der Rest in flacher Schicht iiber Nacht in drei Anbau- 
raumen des Champignonhauses unter den Abluftrohren ausgebreitet. 
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Abb.3. ,,Halbschalentest. Die untere Halfte der Petrischalen enthalt sterilen, von Champignon- 
mycel durchsponnen Kompost. Die obere Hilfte der Schalen enthilt bei A sterile, bei B unsterile 
Erde. Nur auf unsteriler Erde gibt es Fruchtkérperanlagen. Die sterile Erde wird vom Mveel so dicht 
durchsponnen, dal} sie weil aussieht. Auf unsteriler Erde dagegen ist das Mycelwachstum gehemmt, 
die Erde bleibt schwarz. (Die Deckel der Petrischalen wurden zum Photographieren abgenommen) 
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Die Frischluft strémt an der Decke der Raume herein, streicht iiber die Ober- 
flache der Kisten hinweg und wird an zwei Ecken der Raéume iiber dem Boden 
wieder abgesaugt. 


Am nachsten Morgen wurden alle Erdproben (auch die im Kihl- 
schrank und die sterile) gleichmaBig mit sterilem Wasser angefeuchtet. 
Je vier Schalen mit Mycel auf sterilem Kompost wurden dann ,,gedeckt“. 


Tabelle 4. Versuch zwm Nachweis der Mikroorganismen 


1. Teil 
Erde 2 x 2 Std autoklaviert Kontrolle: 
14 Stdin flacher Schicht ausgebreitet steril auf- Erde nicht 
unter den Abluftrohren yon Kulturraum bewahrt autoklaviert 
1 2 3 
Erde ange- Erde ange- Erde ange- Erde ange- Erde ange- 
feuchtet, feuchtet, feuchtet, feuchtet, feuchtet, 
vier Schalen vier Schalen vier Schalen vier Schalen vier Schalen 
»gedeckt* »gedeckt** , gedeckt“ »gedeckt* »gedeckt‘‘ 
Frucht- keine, 
k6rper- t : ; Erde dicht : 
F zahlreich zahlreich zablreich “7 zahlreich 
anlagen nach weiB tiber- 
28 Tagen: wachsen 
2. Teil 
Aus je einer Schale mit Anlagen die in Raum 1—3 infizierte Kontrolle: 
Erde herausgenommen, in 250 cm* H,O geschiittelt, durch Filter] ®US Je elmer 
520b (Schleicher & Schill) filtiert Schale mit An- 
lagen einen 
schwarz geblie- 
durch Filter 597 (Schleicher & Schitill) benen Kriimel 
gegossen der Deckerde, 
die in Raum 
4 ; 1—3 infiziert 
20 em aut sterile durch Seitz-EK- worden war, 
Erde, zwei Schalen } Filter sterilfiltriert, heraus- 
gedeckt‘ 20 cm’ auf sterile ‘ 3 
28 Erd + Schal 2 x 20cm genommen und 
ee: ae ea: en auf sterile Erde, neben Rein- 
Be vier Schalen kulturmycel in 
, gedeckt** eine neue 
Schale gelegt 
Frucht- ; : 
esc: keine, Erde dicht 
P zahlreich zahlreich wei} tiber- einzelne 
anlagen nach 
wachsen 
28 Tagen: 


Nach 28 Tagen wurde der 1. Teil des Versuches abgebrochen. Es hatten 
sich in den Schalen mit nicht sterilisierter Erde und in denen mit auto- 
klavierter, aber in den Kulturraumen ausgebreiteter Erde, zahlreiche 
Fruchtkérperanlagen gebildet, in den Schalen mit sterilem Substrat und 
steriler Erde aber nicht. Nur hier hatte das Mycel die Erde dicht weiB 
iiberwachsen. 

Von den vier Schalen, die mit in einem Kulturraum ausgebreiteter 
Erde gedeckt worden waren, wurden je zwei Schalen ausgewahlt. Aus 
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einer Schale wurde ein Kriimel schwarze Erde herausgenommen und 
neben das Mycel in einer neuen Halbschale gelegt. Nach 28 Tagen waren 
einige Fruchtkorperanlagen darauf. Aus der anderen Schale wurde die 
Erde samt Mycel und Anlagen herausgenommen und in 250 cm? Leitungs- 
wasser suspendiert. Nachdem sich die grébsten Teile abgesetzt hatten, 
wurde durch ein grobes Papierfilter (Schl. & Sch. Nr. 520b) filtriert. 
20 cm? dieses Filtrates wurden verwendet, um 2 x 2 Std sterilisierte Erde 
zu begieBen und damit zwei Petrischalen mit Mycel auf sterilem Kompost 
zu ,,decken‘*. Nach 28 Tagen gab es auf allen Schalen Anlagen. Der Rest 
des Filtrates wurde durch ein feineres Papierfilter (Schl. & Sch. 597) 
filtriert. Mit 20 cm® der drei Filtrate wurde wieder sterile Deckerde be- 
gossen und je zwei Schalen damit ,,gedeckt‘‘. Auf allen Schalen gab es 
Anlagen. Die Reste der drei Filtrate wurden mit gréBter Sorgfalt durch 
Bakterienfilter (Seitz EK) sterilfiltriert. Mit je 20 cm* wurden je zwei 
Petrischalen mit steriler Erde begossen und vier Schalen ,,gedeckt‘. 
Nach 28 Tagen war die Erde in diesen Schalen dicht weiB durchsponnen, 
es gab keine dicken Mycelstrange und keine Fruchtkérperanlagen. Der 
Versuch wurde in gleicher Weise noch zweimal wiederholt und brachte 
jedesmal dasselbe Ergebnis. 

Die Ergebnisse der Laborversuche sind: 1. Die Hemmung des Mycel- 
wachstums durch den Faktor X fehlt in den ersten Tagen nach dem 
Decken und nimmt dann allmahlich zu. X muB sich demnach erst ent- 
wickeln oder vermehren. 2. X wird durch das Autoklavieren zerstért. 
3. X kann durch die Luft wieder in die Erde gelangen. 4. X passiert 
Papierfilter, wird aber von Bakterienfiltern zuriickgehalten. 

Damit ist nachgewiesen, da der Faktor X weder eine physikalische 
Kigenschaft des Deckmaterials noch eine chemische Substanz sein kann. 


Es mup sich vielmehr um Organismen von mindestens Bakteriengréfe 
handeln. 


4. Versuche zur niheren Bestimmung der Mikroorganismen 


In dem auf Seite 322 erwaihnten Anbauversuch wurden von schwarzen 
Deckerdeflecken mit zahlreichen Fruchtkérpern und von Deckerde- 
stellen, an denen das Mycel die Deckschicht dicht wei8 durchsponnen 
hatte, die oberste Erdschicht abgesammelt. In den folgenden Versuchen 
wurde die Mikroflora in den schwarzen Flecken (S) mit der in den weiBen 
Flecken (W) sowie mit der in frischer Deckerde (F) verglichen. Je ein 
Kriimel der einzelnen Proben wurde in 10 cm? sterilem Wasser 5 min 
kraftig geschiittelt, absetzen gelassen und eine Verdiinnungsreihe in 
Zehnerstufen angesetzt. Zwischen den einzelnen Verdiinnungsschritten 
wurde immer wieder kriiftig geschiittelt. Mit je 1 cm? der einzelnen Ver- 
diinnungsstufen wurde die Oberfliche von Agarplatten beimpft. Es 
wurde angenommen, daB die schwarz gebliebene Deckerde die fiir die 


fed 
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Fruchtkérperbildung nétigen Organismen angereichert enthalt, und daB 
diese in frischer und in von Mycel durchsponnener Erde nur wenig vor- 
handen sind. Die Unterschiede in der Mikroflora kénnten dann auf einer 
geeigneten Verdiinnungsstufe sichtbar werden. 


Auf Nahrbéden mit Fleischextrakt waren Unterschiede in der Bak- 
terienflora zu sehen. So war ein gewisser Organismus nur auf den Platten 
mit der Suspension von S zu finden, ein anderer praktisch nur auf den 
Platten, die mit der Suspension von W beimpft worden waren. Das 
Bakterium von § wurde isoliert und im ,,Halbschalentest‘‘ (siche 8.323 ff.) 
auf seine Fahigkeit zur Fruchtkérperauslésung gepriift, indem eine Sus- 
pension auf sterile Erde gegossen und diese zum ,,Decken‘ in Petri- 
schalen verwendet wurde. Das Bakterium von S war nicht imstande, das 
Mycelwachstum auch nur geringfiigig zu hemmen. 


Auf Calciumformiatagar nach OMELIANSKI (1904) wuchsen fast nur 
Bakterien, und es lieBen sich visuell keine Unterschiede in der Flora der 
drei Erdproben feststellen. Daraufhin wurde von je einer Agarplatte von 
W, S und F in der Verdiinnungsstufe 1 zu 10000 die Mikroflora abgeimpft 
und Suspensionen davon auf ihre Wirkung im Halbschalentest gepriift. 
Die Bakterien, die aus S stammten, hemmten das Mycelwachstum stark 
und fiihrten zur Bildung von Fruchtkérperanlagen. Die Bakterien aus 
W und F hatten keine Wirkung auf das Champignonmycel. Es wuchs 
tiber die Erde mit den Bakteriensuspensionen genauso ungehemmt hin- 
weg wie iiber sterile Erde. 


Die Bakterienmischung von S vom Calciumformiatagar wurde erneut 
verdiinnt und auf neue Calciumformiatplatten iibertragen. Auf diesen 
Platten wuchsen nur Bakterien. Hine Suspension derselben wurde erneut 
im Halbschalentest gepriift. Die Fahigkeit, das Champignonmycel zu 
hemmen und zur Bildung von Fruchtkérperanlagen anzuregen, war voll 
erhalten geblieben. 


Die Bakterienmischung von S wurde auch auf Calciumformiatagar in 
Schragrohrchen iibergeimpft, wo sie sich kraftig entwickelte. Nach 
35 Tagen wurde etwas von den Bakterien mit einer Ose herausgenommen 
und in sterilem Wasser suspendiert. Ein Teil der Suspension wurde 
verdiinnt und zum Beimpfen von Calciumformiatplatten verwendet, mit 
dem anderen wurde sterile Erde beimpft. Diese wurde im Halbschalen- 
test gepriift. Sie zeigte eine starke Hemmung des Mycelwachstums und 
zahlreiche Fruchtkérperanlagen, wihrend in den Kontrollen mit steriler 
Erde keinerlei Wirkung auf das Mycelwachstum festzustellen war. Auf 
den Kontrollplatten mit Calciumformiatagar wuchsen nur Bakterien. 


Aus diesen Befunden schlieBe ich, daB gewisse Bakterien fiir die 
Fruchtkérperbildung nétig sind. Es sind Versuche im Gange, sie von den 
unwirksamen Begleitorganismen zu trennen und zu identifizieren. 
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5. Versuche mit Aktivkohle 


Im letzten Abschnitt wurde wahrscheinlich gemacht, daB Bakterien 
die Fruchtkérperbildung des Kulturchampignons auslésen. Nun erhebt 
sich die Frage, in welcher Weise sie auf das Champignonmycel wirken. 
Es wire denkbar, daB sie Hemmstoffe ausscheiden, die das Mycelwachs- 
tum stoppen und die Fruchtkérperbildung einleiten, daB sie zur Frucht- 
kérperbildung nétige Stoffe liefern oder daB sie irgendwelche Stoff- 
wechselprodukte beseitigen. 

Um die letzte Méglichkeit zu priifen, wurden Versuche mit gekornter 
Aktivkohle (Merck) durchgefiihrt. Sollten die Bakterien Stoffwechsel- 
produkte des Pilzes beseitigen, dann ware auch mit steriler Aktivkohle 


Tabelle 5. Wirkung von Aktivkohle auf die Fruchtkérperbildung 


Zahl der Gefii®e} mittlere Zahl der 


KulturgefaiBe 
mit Anlagen in| Anlagen in GefaiBen 


»gedeckt*’ mit 


Art~ Zahl mit Anlagen 
peliiftet 10 steriler Deckerde 0 0 
ae e 11 steriler Aktivkohle 73 4 
shh 12 unsteriler Aktivkohle 92 19 
Petri- 20 steriler Deckerde tv) 0 
schalen 20 steriler Aktivkohle 60 4 
Week 50 steriler Deckerde 12 4 

A ‘ 40 steriler Deckerde + 
hat Aktivkohle 1:1 98* 20 


* In acht Glasern gab es reife Fruchtkorper. 


als Deckmaterial eine gewisse Wirkung auf die Fruchtkérperbildung zu 
erwarten, da sie Stoffwechselprodukte adsorbieren wiirde. 

In einigen Versuchen wurde das Champignonmycel auf sterilem 
Kompost herangezogen und dann mit Aktivkohle, die in nassem Zustand 
2 Std autoklaviert worden war, gedeckt. Zur Kontrolle wurde auch un- 
sterile Kohle und sterile Deckerde verwendet. 


Aktivkohle hat eine geringe Wasserkapazitit und trocknet sehr schnell aus. 
Sie mu daher sehr naB zum Decken verwendet werden. Trotzdem sind so gedeckte 
Kulturen in bezug auf den Wasserfaktor gegeniiber Deckerde im Nachteil. In einem 
Versuch wurde daher die Kohle mit sterilisierter Deckerde im Verhiltnis 1:1 ge- 
mischt und dadurch die Wasserkapazitit erhoht. 

Die Kulturen in Petrischalen und Kolben wurden wihrend der Versuchsdauer 
nicht begossen, die in Weckglisern 14 Tage nach dem Decken mit 15 cm? sterilen 
Wassers (Versuchsdauer nach dem Decken 28 Tage). 


Tab.5 gibt eine Ubersicht iiber die Versuche. In beliifteten Kolben 
(vgl. Abb.1) gab es auf steriler Deckerde keine, auf steriler Aktivkohle 
dagegen in den meisten Kolben einige dicke Anlagen. Die Wirkung der 
autoklavierten Aktivkohle war aber bedeutend geringer als diejenige von 
unsteriler Kohle. Am Schlu8 des Versuches wurde jeder Kolben auf 
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Bakterien getestet. In den Kolben, die mit steriler Erde und steriler 
Kohle gedeckt worden waren, konnten keine Bakterien festgestellt 
werden. Auf der unsterilen Kohle dagegen hatte eine Massenentwicklung 
stattgefunden. 

In den Versuchen mit Petrischalen gab es auf steriler Deckerde wie 
immer keine Anlagen, auf steriler Aktivkohle dagegen entwickelten sich 
auf 60°/, der Schalen einzelne Anlagen und sogar Fruchtkérper. Am 
SchluB des Versuches wurde die Kohle um die Anlagen herum oder an der 
Basis der Fruchtkérper herausgenommen und auf Bakterien getestet. Es 
lieBen sich keine Bakterien nachweisen. 

Die Weckglaser wurden nach dem Decken mit sterilen Hauben aus 
1cm dickem Kunstschaum, Porella Type 25 (vgl. CLaus 1959), ver- 
schlossen und bei 80°/, relativer Feuchtigkeit aufbewahrt. Bis Versuchs- 
ende hatten sich auf einzelnen Glasern mit Deckerde wenige kleine 
Anlagen gebildet, auf Deckerde mit Aktivkohle dagegen in 39 von 40 
Glasern zahlreiche dicke Anlagen und auch reife Fruchtkérper. 

Unterstellt man, daB die Bakterien, die die Fruchtkérperbildung aus- 
l6sen, auf den verwendeten Testnahrbéden nicht wachsen, sich also eine 
nachtragliche Infektion sterilen Deckmaterials mit ihnen nicht nach- 
weisen 1a8t, so ist doch sehr unwahrscheinlich, daB in Versuchsreihen mit 
so vielen Wiederholungen und vollkommen gleicher Behandlung der ein- 
zelnen Versuchsglieder, immer nur KulturgefaBe mit Aktivkohle infiziert 
worden sind, Kulturen mit Deckerde aber praktisch nicht. Man kann 
daher mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, daB die sterile Aktiv- 
kohle selber in der Lage ist, die Fruchtkérperbildung auszulésen. Doch 
ist die Wirkung im Vergleich zu unsterilem Deckmaterial sehr viel 
geringer. 

Ich nehme an, da& die Bakterien durch den Abbau irgendwelcher 
Stoffe die Fruchtkérperbildung auslésen. 


Ill. Diskussion iiber die Auslésung der Fruchtkérperbildung 

Die Versuche zeigten, daB der Stamm 7J auch bei ausgezeichnetem 
Mycelwachstum und guter Liiftung nicht in der Lage ist, unter sterilen 
Bedingungen Fruchtkérper zu bilden. Vielmehr braucht er zur Aus- 
lésung der Fruchtkérperbildung irgendwelche Mikroorganismen, wahr- 
scheinlich Bakterien. Da alle im Handel befindlichen Champignonsorten 
ohne Deckschicht keinen Ertrag bringen, diirften sie sich grundsatzlich 
ebenso verhalten. 

Die Organismen, die zur Fruchtkérperbildung nétig sind, miissen in 
Béden weit verbreitet sein und in groBer Zahl in der Luft herumwirbeln. 
Dafiir spricht die groBe Mannigfaltigkeit der Deckerden, die im Champig- 
nonanbau verwendet werden und die Tatsache, daB sterilisierte Erde 


auch auBerhalb von Champignonbetrieben bei nicht gentigend steriler 
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Aufbewahrung leicht so infiziert werden kann, daB sie als Deckerde einen 
gewissen Pilzertrag hervorruft. 

So erhielten Scutster (1957) und Kocu (1958) mit sterilisiertem Substrat, das 
mit sterilisierter Erde bzw. sterilisiertem Léslehm gedeckt worden war, Frucht- 
kérper oder wenigstens Anlagen. Bei der Versuchsanordnung von SCHISLER war 
eine Infektion aus der Luft unvermeidlich. Kocu hatte das Material vielleicht nicht 
geniigend sterilisiert. In eigenen Versuchen mit Léslehm, wie ihn Kocu verwendet 
hat (aus dem gleichen BodenaufschluB und derselben Schicht) gab es unter einwand- 
frei sterilen Bedingungen jedenfalls keine Fruchtkérperanlagen (vgl. Ecrr 1959). 

Die Mikroorganismen, die fiir die Fruchtkérperbildung nétig sind, 
kénnen unter normalen Bedingungen nicht im Kompost gedeihen oder 
wenigstens nicht die Fruchtkérperbildung beeinflussen. Es ist fiir sie 
daher eine Tragerschicht nétig, die anders beschaffen ist als der Kompost. 

In den Deckversuchen (vgl. S.319ff.) konnte Material, das keinerlei 
organische Substanz enthalt, wie Kies und Quarzsand, ebenso als 
Tragerschicht dienen wie Einheitserde. Auf Glasperlen mit ihrer glatten 
Oberflaiche kénnen sich Mikroorganismen viel schlechter ansiedeln als auf 
Material mit rauher Oberflache. Aus diesem Grund gab es wohl mit Glas- 
perlen keinen Ertrag. 

Auf Einheitserde O waren die Ernten am héchsten. Besonders groB 
war die Zahl der Fruchtkérper, wenn die Erde nicht mit ,,Vapam“ be- 
handelt wurde (Versuche bisher nicht erwaihnt). Wie Domscu (1959) 
zeigte, wird durch die ,,Vapam‘‘-Behandlung der Bakteriengehalt ver- 
mindert. 

Hinheitserde ist ein Gemisch von Torf und Ton. Laut SroL~LER 
(1952 b,c) ist Torf ein ausgezeichnetes Deckmaterial, wenn der py-Wert 
durch Zusatz von CaCO, erhéht wird. Die englischen Champignon- 
anbauer benutzen Mischungen aus Torf und Kreide seit Jahren und klagen 
oft itiber zu viele Fruchtkérperanlagen auf ihren Kulturen. Nach BEts 
(1950) ist auch eine Mischung von ,,Vermiculite‘‘ mit Torf sehr gut. 
Offenbar gedeihen auf Torf zur Auslésung der Fruchtkérperbildung 
geeignete Mikroorganismen in besonders groBer Zahl. 

Diese Organismen kénnen sich auf ausgewaschenem Kompost an- 
siedeln. 

Auf ein Auswaschen der obersten Kompostschichten laufen auch die 
Versuche von FLraa (1959) hinaus. Er erhielt auf ungedecktem Kompost 
einen merklichen Fruchtkérperertrag, wenn der Kompost regelmafig 
stark begossen wurde. 

STOLLER (1952 c¢) verhinderte in seinen Versuchen mit Torf die Frucht- 
kérperbildung durch Zusatz von 1°/, léslicher Stickstoffsalze. SroLLER 
verwandte einen ’’well decomposed“ Torf ”from the lower parts of the 
bog“, also Schwarztorf. In ihm ist der Stickstoff weitgehend in Humin- 
stoffen festgelegt (SCHEFFER-SCHACHTSCHABEL 1960) und fiir die Mikro- 
flora schwer angreifbar. Der Torf ist in diesem Sinne ein N-armes Sub- 
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strat, das eine spezielle Flora beherbergt. Eine Anderung des verfiigbaren 
N durch Zusatz leichtléslicher Salze kénnte zu Verschiebungen im 
Artenspektrum fiihren. 

In bezug auf die Fruchtkérperbildung verhalt sich also Torf mit 
N-Salzen wie Champignonkompost, der ebenfalls N in leicht angreif- 
barer Form enthalt. Ausgewaschener Kompost dagegen nahert sich in 
bezug auf den N-Faktor reinem Torf. Versuche werden entscheiden miis- 
sen, ob der N-Faktor die Brauchbarkeit eines Materials zum Decken 
bestimmt. 

Aus den Deckversuchen kann man weiter schlieBen, da die Organis- 
men, die zur Fruchtkérperbildung nétig sind, ohne Kohlenstoffquelle im 
Substrat auskommen kénnen. Nur so ist zu erklaren, daB selbst auf 
groberem Kies (vgl. Tab. 2) Fruchtkérper entstehen kénnen. Ich nehme an, 
da8 es sich um Bakterien von einem Typus ahnlich dem der Methanomona- 
daceae (BreRGEYsS Manual 1957 und Waxsman 1931) oder oligocarbo- 
philer Actinomyceten handelt, wie sie mehrfach beschrieben wurden (vgl. 
Hiescu u. EneEet 1956; Hirscx 1960). Diese Organismen kénnen auf rein 
mineralischen Substraten gedeihen, weil sie ihren Energie- und C- 
Bedarf aus der Luft decken, z.B. durch die Oxydation von H, CH,, CO 
oder fliichtigen organischen Substanzen aus Leuchtgas, Benzin und 
Petroleum (vgl. auch Ripper 1955). Dabei mu8B auch an das Zusammen- 
wirken mehrerer streng spezialisierter Arten gedacht werden, ahnlich 
dem von KAsERER (1906) und NrkLtewsxr (1910) berichteten. Ein Teil 
der beschriebenen Organismen kann auch auf organischen Substraten 
gut gedeihen, entnimmt aber dann die nétigen Stoffe nicht mehr der 
Luft, sondern dem Substrat. 

Es wurde mehrfach berichtet, daB das Champignonmycel fliichtige 
organische Stoffe ausscheide (STOLLER 1952a; MapER 1943; SCHISLER 
1957). Die Annahme, da8 solche Stoffwechselprodukte in gréBerer 
Menge existieren und die Tatsache, da8 unter vollsterilen Bedingungen 
mit Aktivkohle als Deckmaterial Fruchtkérper gebildet werden (vgl. 
S.328), erlauben die Aufstellung der folgenden Theorie tiber die Auslésung 
der Fruchtk6érperbildung beim Kulturchampignon: 

Wird von Champignonmycel durchwachsener Kompost mit unsteri- 
lem Deckmaterial gedeckt, so dringen fliichtige Stoffwechselprodukte des 
Pilzes in die Deckschicht ein und werden dort von gewissen Mikro- 
organismen oxydiert. Bei ausreichender Versorgung mit den fliichtigen 
Nahrungsstoffen kommt es in der Deckschicht schnell zu einer Massed- 
vermehrung dieser Lebewesen, vorausgesetzt, da auch Feuchtigkeit unn 
Temperatur giinstig sind. 

Ausschlaggebend fiir die Ausbildung der Mikroflora in der Deckschicht 
ist deshalb das Substrat des Pilzes. So zeigten Versuche (vgl. 8.316), daB 
der Champignon auf Weizenkérnern bei schlechter Liiftung andere 

23* 
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Stoffwechselprodukte erzeugt als auf Kompost (Geruch, Entfarbung von 
KMn0O,). Es ist anzunehmen, da8 auch unter den Liiftungsbedingungen 
in den Anbauraiumen unterschiedliche Stoffwechselprodukte entstehen. 
Die Stoffwechselprodukte vom Kérnersubstrat sind nicht geeignet, die 
zur Auslésung der Fruchtkérperbildung nétigen Mikroorganismen zu 
ernaihren, da es in keinem Versuch mit Weizenkérnern zur Bildung von 
Fruchtk6rperanlagen kam. Die Anzuchtbedingungen des Mycels koénnen 
dabei nicht von Bedeutung sein, da (in anderen Versuchen) auch bei 
der Anzucht unter Wattestopfen und Wattehauben die Fruchtkérper- 
bildung ausblieb. Man mu8 vielmehr auf Grund der Versuche von 
SINDEN u. Hauser (1959) annehmen, da8 die Stoffwechselprodukte von 
Kornersubstraten auf die spezifischen Organismen in der Deckerde giftig 
wirken. SINDEN u. Hauser haben Champignonkompost mit steigenden 
Mengen Kérnerbrut (von Champignonmycel umsponnene Roggenkérner) 
vermischt. Enthielt das Substrat 50°/, Korner oder mehr, so gab es keine 
Fruchtk6rper. 

Nach dem Decken beginnt das Pilzmycel aus dem Substrat in die 
Deckschicht hineinzuwachsen. Wahrend die Mikroflora sich zunehmend 
entwickelt, wird das Pilzmycel in steigendem MaBe gehemmt (vgl. 8.323) 
und schlieBlich kommt es zur Bildung von Fruchtk6rperanlagen. Im ein- 
zelnen stelle ich mir den Vorgang so vor: Wenn die Hyphen in das Deck- 
material hineinwachsen, treffen sie auf Anhaufungen von Bakterien, die 
von den fliichtigen Stoffwechselprodukten leben. In engem Kontakt mit 
den Pilzzellen beseitigen sie diese Stoffwechselprodukte direkt an der 
Zellwand und erhéhen so das Diffusionsgefille. Die erhéhte Diffusions- 
geschwindigkeit fiihrt im Plasma zu Anderungen im chemischen Gleich- 
gewicht oder pq- und rg-Verschiebungen, die das Zellwachstum hemmen. 
Manche Zellen werden durch die Bakterien in ihrem Gleichgewicht so 
gestért, daB es zu tiefgreifenden Anderungen im Stoffwechsel kommt. 
Dadurch entsteht ein Reiz auf die anschlieBenden Zellen, der einen 
Nahrstoffstrom aus den alteren Mycelteilen zu der angegriffenen Zelle 
einleitet. Die Fruchtkorperbildung beginnt. 

Die Umgestaltung des Stoffwechsels bei der Fruchtkérperbildung 
wird an den gesteigerten Anspriichen an die Beliiftung deutlich. Ob es 
sich dabei um erhéhtes O,-Bediirfnis handelt oder um Empfindlichkeit 
gegen CO, und andere Verbindungen (vgl. TscHTERPE 1958 und SToLLER 
1952), miissen weitere Versuche entscheiden. 

Wahrend spezifische Bakterien das Mycelwachstum in der Deck- 
schicht hemmen, verhindert dichter Bewuchs mit Champignonmycel die 
Entwicklung dieser Organismen. Nur so ist verstindlich, daB im Halb- 
schalentest (vgl. 8.323) in dem Teil der Erde, der in den ersten Tagen nach 
dem Decken vom Mycel dicht durchsponnen wird, spater keine Frucht- 
kérperanlagen entstehen. Dabei unterdriickt das altere Champignon- 
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mycel entweder die Bakterien direkt durch Stoffausscheidungen, oder es 
begiinstigt Arten, die die zur Fruchtkérperbildung nétige Flora unter- 
driicken. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 

1. Auf sterilen Substraten ohne Deckschicht bildete Stamm 71 von 
Psalliota bispora Lge. keine Fruchtkorper. 

2. Nicht alle Substrate, auf denen das Mycel sehr gut wiachst, waren 
fiir die Fruchtkorperbildung geeignet. Bei Verwendung derselben Deck- 
erde gab es auf Kompost gute Ertrige, auf Weizenhacksel nur wenige, 
langstielige Fruchtkorper, auf Weizenkérnern nicht einmal Anlagen. 

3. Unter Anbaubedingungen war zum Decken organisches wie anor- 
ganisches Material geeignet. Autoklavierte Einheitserde brachte einen 
viel niedrigeren Ertrag als nicht autoklavierte. Die Ertrige mit Einheits- 
erde waren am hdéchsten, wenn die obersten Millimeter der Deckschicht 
vom Mycel nicht durchsponnen wurden. 

4, Die Fruchtkérperbildung erfolgte nur bei engem Kontakt zwischen 
Mycel und Deckerde. 

5. Fruchtkérper bildeten sich nur, wenn Kompost oder Deckerde 
unsteril waren oder steril angesetzte Kulturen nachtraglich infiziert 
wurden. 

6. In Petrischalen entstanden Fruchtkérper, wenn man unsteriles 
Deckmaterial nicht auf, sondern neben den Kompost legte. In dieser 
Weise konnte das Wachstum von Reinkulturmycel auf steriler und un- 
steriler Deckerde beobachtet werden. Das Mycelwachstum auf unsteriler 
Erde wurde im Vergleich zu den sterilen Kontrollen mit der Zeit immer 
starker gehemmt. ; 

7. Es gelang der Nachweis, da8 Mikroorganismen, wahrscheinlich 
Bakterien, die Fruchtkérperbildung des Pilzes auslésen. 

8. In Versuchen mit Aktivkohle als Deckmaterial kam es auch unter 
sterilen Bedingungen zur Fruchtkorperbildung. 

9. Aus den Versuchsergebnissen wird eine Theorie iiber die Auslésung 
der Fruchtkérperbildung beim Kulturchampignon abgeleitet. 


Herrn Prof. von S—NGBuscH danke ich herzlich fiir die groBziigige Forderung 
meiner Arbeit, Frl. Hetimutrs und Fri. Sprecur fiir zuverlassige Assistenz. 
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Cell-free extracts of the mycelium of Aspergillus terreus were shown 
by BrenrLEy and Turessen (1957) to decarboxylate cis-aconitic acid 
forming stoichiometric amounts of itaconic acid and CO,. The authors 
reported that the enzyme involved, cis-aconitic decarboxylase (CAD), 
was unstable in crude phosphate extracts and could not be purified. 
Pat and KrisHnan (1959) showed that CAD was absent from the metab- 
olism fluid and was present solely in the mycelium of A. terreus grown 
as surface culture and that the felt harvested on the 4—5th day had the 
maximum specific activity. We are now reporting a partial purification 
of the enzyme and its properties. Owing to the great instability of the 
enzyme special precautions have to be taken in the handling of the 
mycelium, preparation of extracts and their fractionation. 


Materials and Methods 
1. Preparation of the mycelium 


The fermentation was carried out as already reported by Pat and KrisHnan 
(1959), but using 500 ml Erlenmeyer flasks or 4.1 Fernbach flasks as containers. 
The mycelia were harvested on the 4th or 5th day, since trial experiments had 
shown that they possess the maximum activity at this time. It may be stated that 
the pH of the metabolism fluid at the time of harvest was found to have been 
lowered to 1.8. They were floated in distilled water for 90 min at room temperature, 
washed with ice cold water several times and squeezed hard through muslin. The 
material was randomised and divided into small portions, which were separately 
weighed and stored in a deepfreeze at —18°C. Prior to extraction the frozen myce- 
lium was allowed to thaw in the cold. 


2. Substrate 


Cis-aconitic anhydride was prepared in the laboratory starting from citric acid 
(Bruce 1943; DeurscH and Pairs 1957). In the earlier experiments freshly 
prepared substrate was used, as suggested by BuntLey and Turussen (1957). It 
was, however, found later that a solution of the sodium salt of the acid, adjusted to 
pH 7 and stored frozen at —18°C, was quite stable for a number of days. The prac- 
tice, therefore, has been to dissolve a weighed quantity of cis-aconitic anhydride in 
a small volume of cold water, adjust to py 7 with cold 0.2 M NaOH and dilute to 
contain 32 4 mole/ml. The solution was distributed into a large number of tubes, 
which were stored in a deep-freeze; when required a tube of solution was allowed to 
thaw and any excess left was discarded. 
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3. Assay method 


Estimation of CAD activity was carried out in the phosphate buffer extracts of 
mycelium by the manometric method of BentLEy and TuressEN (1957). Using 
0.2m phosphate buffer of pH 6.5 for grinding, the freshly prepared mycelial extracts 
were found to have a pH of 6.0 to 6.3. 1 ml of this enzyme preparation was mixed 
in the main compartment with 1.6 ml of 0.2m phosphate buffer of pH 5.6 to give 
a final pH of about 5.8;0.4 ml of the substrate was taken in the side arm. After 
15 min equilibration period at 37°C, the substrate was tipped from the side arm to 
start the reaction. Readings were taken at the end of 20 min. While estimating the 
activity of purified preparations only 0.1 ml of the enzyme was used, the volume 
being equalized by the addition of buffer; the phosphate buffer employed had a 
pH 5.8.It was observed that boiled enzyme preparations liberated practically no 
CO, in the control experiments; the practice of having boiled enzyme as control, 
which was adopted in our earlier experiments (PAL and KRISHNAN 1959), was, 
therefore, given up. Suitable corrections were applied for the retention of CO, in 
medium, according to Burris (1957). One unit of the enzyme was defined as that 
amount which gave rise to 1 «1 CO, under the conditions of the experiment. Specific 
activity was given by units of activity per mg protein. Protein was estimated by the 
method of Lowry and coworkers (1951) using bovine albumin as standard. Nitrogen 
determinations were made by the micro-Kjeldahl method. 


Experimental Results 
1. Efficiency of extraction of mycelium by different techniques 


(a) Using mortar and pestle. Samples of frozen mycelia were thawed 
and the material was ground vigorously in a cooled porcelain mortar 
using chilled abrasive (Pyrex glass powder or sand), with the addition 
of a small amount of buffer to yield a thick paste; more buffer was added 
and grinding continued so as to give a thin homogeneous suspension. 
In separate experiments lyophilized mycelium was used in place of the 
frozen material. It was essential to powder the mycelial material to a 
fine consistency before grinding with fluid. 


(6) Using Waring blendor. The semi-micro monel metal bowl supplied 
by Arthur H. Thomas Co., U.S.A., was used in the experiments. The 
jar was prechilled in a deep-freeze and grinding done usually for 3—7 
minutes. Unlike in the case of the homogenates prepared by the other 
techniques, a few mycelial fragments were found to float on centrifuga- 
tion and these were removed by filtering through muslin. 


(c) Using Potter-Elvehjem homogenizer. A Tefflon homogenizer supplied 
by Arthur H. Thomas Co., U.S.A., was used in the experiment. The 
grinding was slow and had to be carried out for 30—40 min, the appa- 
ratus being kept cooled with ice during the entire operation. 


The homogenates prepared by the above techniques were centrifuged 
for 30 min in the cold at 1600 g, the residue washed once with buffer 
and aliquots of the combined supernatants used in the manometric 
measurements. The results obtained are recorded in Table 1, where the 
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recovery of activity in the centrifuged extracts has been calculated as a 
percentage of the total activity in the whole homogenate. 

The results show that grinding in the Waring blendor was not 
efficient and that there was better extraction by grinding the frozen 
mycelium in a mortar with pyrex glass powder as abrasive, the best 


Table 1 
Extraction of Cis-Aconitic Decarboxylase from the Mycelium of Aspergillus terreus 


Technique of grinding Activity recovered|Nitrogen recovered 
the mycelium in ee in are 
i) 0 
1. Waring blendor | 
a) ground for 3 min 27 27 
b) ground for 7 min 48 40 
2. Potter Elvehjem homogenizer 67 60 
3. Mortar and Pestle 
a) sand as abrasive 57 58 
b) Pyrex glass powder as abrasive 
I. 5 days old mycelium 74 61 
II. 3 days old mycelium 73 45 
III. 3 days old mycelium, lyophilized 94 55 


results being obtained when lyophilized mycelium was used. The Potter- 
Elvehjem homogenizer was efficient in the extraction of the enzyme, 
but could not be used routinely in view of the time taken for the grinding. 


2. Storage of mycelium 


(a) Storage in frozen state. At regular intervals the frozen samples 
of mycelia were ground with abrasive and buffer in a mortar and the 
activity assayed after removal of debris by low speed centrifugation. 
A definite correlation was noticed between the amount of water retained 
in the mycelium at the commencement of storage and the activity of the 
extract obtained from the stored sample. Mycelia squeezed hard through 
muslin retained the initial activity for about 20 days, after which period 
there was a decline. However, if the mycelial mass was not pressed hard, 
but allowed to retain more of water, the stability on storage was con- 
siderably diminished. 

(b) Lyophilization. The freshly harvested mycelia were communited, 
transferred to glass ampoules and lyophilized in Edward’s centrifugal 
freeze dryer, model 30, P/424. Stored in a deep-freeze, the lyophilized 
sample was found to retain its activity unimpaired at the end of 2 months. 

(c) Acetonization. Fresh mycelia were acetonized by grinding repeat- 
edly with chilled acetone in a Waring blendor. The final powder was 
spread in a thin layer, allowed to stand at room temperature for 30 min 
and stored in a desiccator under vacuum at 0° C for 2 days. The acetone 
powder was found to possess only 7—10°/, of the initial activity. 
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In view of the above observations, the mycelia used in all further 
experiments were either directly frozen or lyophilized and stored in a 
deep-freeze. 


3. Stability of enzyme in crude extracts 

(a) Stability of phosphate extracts at 4° C. On storage at 0°—4° C for 
24 hours the enzyme extracts prepared by the use of phosphate buffer 
(0.2 mM, pH 6.5) lost 40—459/, of the initial activity. The addition of 
EDTA}, final concentration 6.6 x 10-° m, did not help in stabilizing the 
activity. In other experiments where acetate and phosphate buffers of 
0.2 m and pH5.6 were used in preparing the homogenates, only 1/3rd 
of the original activity was left after storage for 24 hours in the cold. 

(b) Stability of phosphate extracts at — 18° C. Fresh phosphate extracts 
were stored frozen at — 18°C. overnight. The activity was found to be 
completely lost on assaying the thawed samples. EDTA could not 
stabilize these enzyme preparations. 

(c) Stability of phosphate extracts on dialysis. There was complete 
loss of activity when extracts of the enzyme in phosphate buffer were 
dialysed in the cold against water for 24 hours. The activity could not be 
restored in the dialysed preparation on the addition of Mg++, Mn++, 
filtrate from a boiled preparation of fresh extract, or a concentrated 
preparation of the fluid outside the dialysing bag (diffusate). Addition 
of EDTA inside or outside the bag did not stabilize the enzyme during 
dialysis. 


4. Stability of enzyme preparations after precipitation by 
0.4—0.6 saturation with ammonium sulfate 

The fresh phosphate extracts were fractionated with ammonium 
sulfate and the precipitate separating between 0.4 and 0.6 saturation 
was taken up in cold water. This enzyme preparation, containing 
70—80°/, of the initial activity in the phosphate extracts, was found 
to be comparatively stable. Stored for 24 hours at 0°—4° ©, the prepara- 
tion was found to retain about 80°/, of the activity. Stored frozen for 
24 hours, the loss was never more than 5—10°/,. On dialysis for 24 hours 
against water, the enzyme underwent about 50°/, loss. 


5. Purification of the enzyme 

A typical experiment is reported below. 

Step 1. 40 g of frozen mycelia was ground with phosphate buffer 
(0.2 M, pH. 6.5) and glass powder in a chilled mortar to give 550 ml of 
homogenate. This was centrifuged in the cold for 30 min at 1600 xg to 
give 435 ml of extract, the residue being discarded. 


1 Kthylenediaminetetraacetate 
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Step 2. 136 g of powdered ammonium sulfate was added in small 
amounts at a time and with mechanical agitation. The precipitate was 
allowed to flocculate for 1 hour in the cold and collected by centrifugation 
in the cold for 30 min at 1600 x g. Since very little activity was associated 
with the precipitate, it was discarded. 


Step 3. 32.6 g of ammonium sulfate was added to the supernatant 
from step 2. The precipitate was collected by centrifugation, suspended 
in cold water to give 34 ml and stored frozen overnight. 

Step 4. The frozen enzyme suspension was slowly thawed and cen- 
trifuged for 30 min; the solid residue was discarded, since it contained 
only traces of activity. 

Step 5. The precipitate formed by adding 3.6 g ammonium sulfate 
to the supernatant was collected and discarded. 

Step 6. The precipitate which separated on adding 6.3 g more of 
ammonium sulfate to the supernatant from step 5 was collected by 
spinning, dissolved in cold water and the volume made to 8 ml. This 


Table 2. Purification of Cis-Aconitic Decarboxylase 


Stage of purification otal mestch ides eer 
Phosphate extract 435 5,280 3 
1st salt fractionation (Step 3) 34 4,080 11 
2nd salt fractionation (Step 6) 8 2,400 75 


solution was distributed into a number of tubes and stored frozen. The 
various stages of purification leading to 25-fold enrichment of activity 
are set out. in Table 2. 


6. Properties of CAD 

The partially purified preparation described above was used for 
studying the kinetics of the enzyme. When needed for experimentation, 
a tube of the frozen material was transferred from the deep freeze to a 
refrigerator and the enzyme allowed to thaw slowly. 

(1) pH-activity relationship. 0.2 M phosphate buffer was used in the 
range 5.6—7.0. For pH 5.0, acetate buffer, 0.1 M, was employed. The 
optimum pH for the activity of CAD was found to be 5.8, which is about 
the same as that for crude extracts of mycelium. The enzyme was quite 
active also when the pH was lowered to5, but raising the pH to neutrality 
resulted in marked diminution of activity (Fig. 1). 

(2) Activity-time relationship. It was observed that there was a direct 
proportionality between time and the volume of CO, evolved, when the 
estimations were carried out at 5 min intervals over a 30 min period. 


Activity units 
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(3) Stability of purified enzyme preparation. (a) Storage stability. 
Stored frozen, the enzyme preparation was found to have lost about 
10—15°/, of activity in 10—15 days. It may be recalled that whole 
extracts of mycelium in phosphate buffer lost activity completely on 
storage overnight in the frozen condition. The enzyme when stored at 
4° C for 24 hours retained about 809/, activity. If, on the other hand, 
the enzyme preparation was first dialysed for 6 hours (under which 


Table 3. Effect of Metals and Inhibitors 


Additions} Concentration peaks te garters 
None — 22 0 
Catt 6.6 x 10-4 M 18 18 
Mgt+ 3.3 x10-* mw 19 14 
Znt+ 6.6 x 10-4 m 0 100 
re Co*+ 6.6 x 10-* um 17 22 
5.0 55 60 65 70 Cutt 6.6 x 10-4 mM 0 100 
PH Mn++ 3.3x10- 18 18 
Pi, pasate rostinitin of 6, of Nat aah atl ten iets Al 28 
NaAsO, | 6.6 107? i ke 22 
NaN, 2.2x10-?m 10 54 


condition there was only 10°/, loss in activity) and then stored at 0°—4°C, 
the loss in enzymic activity after 24 hours was very much greater than 
in the case of the undialysed enzyme. 

(b) Stability during dialysis. There was about 40—50°/, loss in 
enzymic activity on dialysing for 24 hours in the cold against distilled 
water or a very dilute solution of EDTA. The dialysed enzyme prepara- 
tion was not activated when supplemented with the boiled enzyme, or 
equivalent amounts of concentrated diffusate, Mn++ or Mg++ in final 
concentration of 0.001 mM. The same order of loss was observed when 
EDTA (in final concentration of 6.6 x 10-’m) was added to the solution 
inside the dialysing bag. When the dialysis was carried out for 6 hours 
against water there was only about 10°/, loss in activity. 

(4) Effect of metals and inhibitors. The data reported in Table 3 show 
that Zn*++ and Cut+ completely inhibited the enzyme activity, Cot+, 
Cat+, Mg++ and Mn++ less than 25°/,. Azide was a powerful inhibitor 
(54°/,) and fluoride and arsenite less so. 

(5) Effect of chelating agents. There was 23°), activation by EDTA 
(final concentration 6.6 x 10-°m) and 8-hydroxyquinoline (final concen- 
tration 1.1 10-% o). 

(6) Heat stability. Aliquots of the purified enzyme preparation were 
held for 10 min. at the desired temperature, instantaneously chilled and 
reassayed. It was found that the enzyme underwent a loss of 45°/, 
activity at 50° C., 66°/) at 60° C. and 90°/, at 70° C. 
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(7) Michaelis constant. The enzyme activity was measured using 
substrate concentrations in the range 0.001 M—0.008 m. The reciprocals 
of substrate concentrations were plotted against those of the reaction 
velocity, according to LINEWEAVER and Burk (1934). A value of 5 x 10-3 
M was obtained for Km at py 5.8 and 37° C. 


Discussion 


The results of the present study demonstrate that crude extracts of 
the mycelium of A. terreus are very unstable. About half the activity is 
lost on storage for 24 hours in the cold and complete loss occurs on 
storage frozen. Since the extracts could not be protected against inacti- 
vation by the addition of EDTA, the loss in activity cannot be attri- 
buted to the inhibitory effect of heavy metals. The complete loss of the 
activity on dialysis of the crude extracts is not due to removal of metal 
ions or some thermostable cofactor, because reactivation did not occur 
on adding a filtrate from the heat-inactivated enzyme extract, or the 
concentrated diffusate. The complete loss of activity in crude phosphate 
extracts due to 24 hours’ freezing at —18° C. and thawing could be due 
to a possible alteration in the molecular pattern of the enzyme and 
denaturation. 

Purification of the enzyme was made possible by the preparation of 
mycelial extracts with maximum activity, by rapid fractionation with 
ammonium sulfate and by taking advantage of the fact that the partially 
purified enzyme preparations, still containing small amounts of ammo- 
nium sulfate, are stable to storage in the frozen condition. The purified 
enzyme preparation could be dialysed against water for 24 hours with 
only 40—50°/, loss in activity ; it could be stored frozen for 24 hours with 
little loss in activity; under both these conditions there was complete 
loss in activity in the case of crude extracts of mycelia. After a 10—15 
days’ storage in the frozen state there was about 15°/, loss in the activity. 
The purified enzyme was reasonably stable to storage also at 0°—4° C., 
unlike the phosphate extracts of the mycelia. The comparative instabi- 
lity of the crude extracts may be attributed to the presence of proteolytic 
enzymes acting even in the cold and which get separated and removed 
during ammonium sulfate fractionation. 

Metal requirements could not be demonstrated for the enzyme. In 
fact, most of the metallic ions tested had pronounced inhibitory action 
on the enzyme. Studies with the phosphate extracts as well as the puri- 
fied enzyme show a significant degree of activation on addition of 
chelating agents. The activation may, in all probability, be due to the 
removal of inactivating metal ions by the chelating agents by complex 


formation. 
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Summary 


Lyophilized and stored in a deep-freeze, the mycelial material was 
found to retain cis-aconitic decarboxylase activity unimpaired at the 
end of 2 months. Mycelia could be stored also in the frozen condition 
but after squeezing hard to remove as much of adherent water as possible. 
Extracts with maximum cis-aconitic decarboxylase activity were 
obtained when the frozen or better the lyophilized mycelia of Asper- 
gillus terreus were ground in a mortar with phosphate buffer using pyrex 
glass powder as abrasive. Cis-aconitic decarboxylase was purified 
25-fold by fractionation with ammonium sulfate, starting from extracts 
of the mycelia in phosphate buffer. The purified enzyme was considerably 
more stable than the crude extracts to storage and dialysis. The optimum 
pH was5.8 using 0.2 mM phosphate buffer; Km value was 5x10-%M at 
pH5.8 and 37° C. EDTA and 8-hydroxyquinoline activated the enzyme; 
all metals tested inhibited the enzyme, Zn*+*+ and Cut+* leading to com- 
plete inactivation. Fluoride, arsenite and azide also inhibited the enzyme 
activity. 
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Colorimetric methods of protein estimation are widely employed in 
studies on enzyme purification, especially in such circumstances where 
the spectrophotometric assay is inapplicable. Many workers have employ- 
ed the Folin-Ciocalteu phenol reagent in various modifications; the modi- 
fied method due to Lowry and coworkers (1951) has found extensive 
application because of its simplicity and high degree of sensitivity. CHow 
and GOLDSTEIN (1960) showed that whereas the color intensity with the 
phenol reagent of a completely hydrolysed protein could be accounted for 
almost entirely by its tyrosine and tryptophan content, the higher inten- 
sity obtained with whole proteins has to be attributed to chromogenic 
amino acid sequences. Even admitting that the chromogenicity is not 
confined to a few restricted groups, but is common to a number of diffe- 
rent sequences, it may be anticipated that different proteins may give 
rise to significantly different color intensities per unit weight of nitrogen. 
On theoretical grounds it appears that an assay based on the peptide 
linkage of protein should be the method of choice, in as much as this 
linkage is common to all proteins. 

Protein estimation by the biuret method was introduced by REIGLER 
(1914). Since then the method has been successfully applied to a number 
of biological material (AUTENRIETH and Minx 1915, 1917; HrnLer 1927; 
Fine 1935; Krneastey 1939, 1940, 1942, 1944; Roprnson and HogpEN 
1940; CAMPBELL and Hanna 1944; SUNDERMAN and ScumipT 1944; 
AnpERSoH 1944; JoHnson 1943; GREEN and Cort 1943). Efforts have 
been made from time to time to improve the composition of the biuret 
reagent. KINGSLEY (1942) was the first to employ the ‘one piece reagent’. 
Different stabilisers such as ethylene glycol (Menu 1945), tartrate 
(WEICHSELBAUM 1946) and citrate (Zecca 1947, 1948) have been used. 
GorNALL and coworkers (1949) employed sodium potassium tartrate in 
their modification of the biuret method. Moxrascu and McGILvERy 
(1956) effected minor changes in the composition of the reagent, claiming 
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it to be more sensitive and applicable even in the presence of ammonium 
salts and without preliminary precipitation of protein as described by 
Rosrnson and HoapeEn (1940). When the biuret color was developed on 
whole serum, Roprnson and Hoaprn (1940) found that opalescent 
solutions resulted, whose color intensity changed with time. However, 
when the proteins were first precipitated with trichloroacetic acid (TCA), 
the precipitate dissolved in alkali, and the resulting solution used for 
color development, optically clearer solutions were obtained. PEREIRA 
(1944) also specified TCA precipitation as a necessary step. KINGSLEY 
(1939, 1942, 1944) however claimed better results without preliminary 
precipitation of protein. Difficulties due to opalescence of final color solu- 
tions were, however, not reported by GoRNALL and coworkers (1949) in 
their assay of total serum protein and the albumin fraction obtained as 
the supernatant after precipitation of globulin. It may be pointed out 
that LeLorr and GoLDENBERG (1960) also stressed the need for initial 
precipitation of protein, when applying phenol reagent method to liver 
extracts, so as to remove the turbidity developed due to glycogen. 
Applied to crude extracts of tissue, a preliminary separation of pro- 
tein from non-proteinaceous material should be considered essential, as 
low molecular peptides not precipitated by TCA would also react with 
the biuret (and phenol) reagent. The biuret color is known to be given 
also by the free amino acids histidine, serine, and threonine (WHITE and 
coauthors 1959). The use of various reagents as protein precipitants has 
been discussed (Kirk 1947). However, a sharp separation of protein 
nitrogen from nonprotein nitrogen does not appear to be feasible. Of all 
the reagents, TCA is widely employed for protein precipitation, the 
assumption being that only protein is precipitated. The method is pro- 
bably valid if all the nitrogenous contaminants are compounds of low 
molecular weight, such as amino acids and simple peptides, but poly- 
peptides of high molecular weight may be expected to be precipitated by 
the reagent. On the other hand, TCA is known not to precipitate some 
proteins completely. Thus a TCA-soluble ‘globulin-like’ polypeptide, 
nondiffusible through cellophane membrane, has been shown to occur in 
certain cases of proteinuria and the occurence of the same or a similar 
polypeptide is indicated in plasma (BECKMAN and coworkers 1943). A 
trypsin inhibitor of molecular weight 6000 from pancreas, diffusing only 
slowly through cellophane membrane, has also been reported not to be 
precipitated by hot or cold TCA (Kunrrz and NorrHrop 1936). Muco- 
proteins are, in general, resistant to TCA precipitation (JANSEN and 
coworkers 1952). It is noteworthy that mucoproteins may prevent the 
precipitation of small amounts of otherwise easily precipitable proteins, 
whereas the latter, when present in considerable amounts, serve as 
carrier and lead to the precipitation of mucoproteins on heating (JANSEN 
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and coworkers 1952). Therefore, it is sometimes advisable to heat the 
solution after the addition of TCA for completing protein precipitation 
(Batts and LinzwHAverR 1939). The optimum concentration of TCA 
needed to precipitate protein completely in blood was studied by Hmtur 
and VAN SLYKE (1922), but it does not seem to have been investigated in 
detail for other biological material. Different workers (c.f., BALLS and 
LINEWEAVER 1939; Fine 1935; RoruenBera and NacHMANSOHN 1947) 
have used TCA in final concentrations ranging from 2.5°/) to 10°/,. Also, 
no agreed common procedure seems to exist as to the temperature at 
which the precipitation should be carried out, nor the period for which 
the mixture must be allowed to stand before the precipitate may be 
collected by centrifugation (RoTHENBERG and NacHMANSOHN 1947). 

Experiments in progress in this laboratory on purification of fungal 
enzymes necessitated the estimation of protein at successive stages. 
Preliminary experiments indicated that application of the biuret method 
to extracts of the mycelium of Aspergillus niger led to discrepancies. A 
systematic investigation was, therefore, undertaken with a view to com- 
pare protein estimation in mycelial extracts by the biuret method with 
that by the micro-Kjeldahl method and independently by the colori- 
metric method of Lowry and coworkers (1951). We find that, working 
with whole extracts of the mycelium of A. niger, the biuret values for 
protein do not bear a constant relation to the Kjeldahl value, when the 
assays are conducted on successive aqueous extracts of the same lot of 
mycelium. Such a constant relation was, however, achieved to a consider- 
able measure in the various extracts after preliminary separation of 
protein by precipitation with TCA. It was also found that the biuret 
color intensity of mycelial protein was different from that of bovine 
albumin, both equated to Kjeldahl nitrogen. The color intensities with 
the phenol reagent given by the successive mycelial extracts were dis- 
similar; also, these color intensities differed from the intensity of bovine 
albumin. However, the phenol reagent color intensities developed on the 
TCA precipitated mycelial protein were in excellent agreement among 
the successive extracts, and with the intensity obtained with bovine 
albumin. 


Materials and Methods 


The mycelium of A. niger, strain NRRL 599, was used as the test material. The 
organism was grown at 30°C as surface culture in a medium having the following 
composition per litre; 120 g sucrose, 2.0 g each of (NH,), SO,, NH,NO; and KH,PO, 
and 0.5g of MgSO,. Tap water was used in making the medium and the px adjusted 
to 2.0 by the addition of HCl. The mycelium was harvested on the third day and 
stored in a deep freeze at —18°C. Samples of the mycelium were ground for 15 min 
in a chilled mortar with the aid of acid washed sand, using water as the extracting 
medium; the total amount of fluid was so adjusted as to give an approximately 10°/, 
homogenate. The homogenate was centrifuged at 1500 rpm for 15 min in a refri- 
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gerated centrifuge. The mycelial residue was reground in the chilled mortar using 
approximately half the amount of water used in the first extraction. The extraction 
was allowed to proceed for 10 min at the end of which the extract was separated by 
centrifugation. A third extract was also prepared, this time by grinding for 5 min 
and using a small volume of water (approximately the same as that used in the 
preparation of the second extract). All the three extracts were opalescent, the first 
extract being highly so. 

Aliquots of the three extracts were used for the various assays. Total nitrogen 
was estimated by micro-Kjeldahl method and the amount of protein calculated by 
multiplying with the factor 6.25. The biuret estimation was as recommended by 
GorNALL and coworkers (1949), the final volume of the color solution being 10 ml. 
The assay with phenol reagent was carried out according to the method of Lowry 
and coworkers (1951) in a final volume of 5.2 ml. In some experiments protein was 
precipitated prior to these assays by adding TCA in a final concentration of 5°/, and 
keeping the tubes for 1/, an hour in ice bath. The precipitate was separated by centri- 
fugation at 1500rpm for 15min, washed once with 5°/, TCA and freed from last 
traces of supernatant by inverting the tubes over dry filter paper. The precipitate 
was dissolved by suspending in 0.1 N sodium hydroxide and heating for 5 min in 
a bath of boiling water with occasional stirring. The volume of the solution was 
adjusted to be the same as that of the initial extract used for precipitation by trans- 
ferring to a graduated cylinder and making to volume with washings with sodium 
hydroxide. The solutions were all opalescent. 

Bovine albumin used in the experiments was Fraction V from bovine plasma, 
manufactured by the Armour Laboratories, USA. 


Experimental Results 
1. Biuret assay on successive mycelial extracts and comparison 
with micro-Kjeldahl method 
0.50—2.0 ml aliquots of the various extracts were used in colour 
development. The data obtained are graphically represented in Fig. 1. As 
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Fig.1. Relation between biuret color and Kjeldahl protein in three successive aqueous extracts of the 
mycelium of Aspergillus niger. Sy First extract, Sy Second extract, S; Third extract 


seen from the figure, a direct proportionality existed between the volume 
and the colorimetric readings for any given extract. However, the ratio of 
biuret color to Kjeldahl protein (total nitrogen value x 6.25) varied from 
extract to extract. Therefore, the standardisation of biuret color against 
total nitrogen, as recommended by GoRNALL and coworkers (1949), is 
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valid for any given extract, but the relation between the two varied in 
successive extracts of the same lot of mycelium. 


2.Biuret assay on mycelial extracts after precipitation 
of protein 


The above assays were repeated after precipitation with TCA and dis- 
solution of the precipitate in dilute sodium hydroxide. Biuret and Kjel- 
dahl assays were carried out also on a solution of bovine albumin, without 
precipitation with TCA. The results obtained are represented in Fig. 2. 

It will be seen from the figure that a fairly constant ratio of biuret 
color to Kjeldahl protein was obtained in all the three extracts when the 
assay was conducted after separation of protein with TCA and dissolution 
in alkali. The data also show that 
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Fig.2. Relation between biuret color and Kjeldahl protein in three successive aqueous extracts of 
Aspergillus niger after TCA precipitation; comparison with bovine albumin. x = First extract, 
oO = Second extract, 4 = Third extract 


Fig.3. Relation between phenol reagent color and Kjeldahl protein in three successive aqueous 
extracts of the mycelium of Aspergillus niger. S1 First extract, S, Second extract, S; Third 
extract 


values were markedly lower than those obtained on the corresponding 
whole extracts. The biuret values on the whole extracts were, respec- 
tively, 1.30, 1.21 and 1.33 fold that after TCA precipitation, for the first, 
second and third extracts. The corresponding values for Kjeldahl nitro- 
gen were, respectively, 2.49, 1.83 and 1.47. 

It will be apparent from the figure that the biuret color intensity of 
TCA precipitated mycelial protein was much higher (approximately 
4 times) than that of bovine albumin, both expressed on the basis of 


unit Kjeldahl protein. 
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3. Protein assay on successive mycelial extracts with the phenol 
reagent and comparison with micro-Kjeldahl method 

The successive mycelial extracts were analysed, after suitable dilu- 

tion, by the method of Lowry and coworkers (1951). The data have been 

graphically represented in Fig.3. As seen from the figure, a direct pro- 

portionality existed between the volume of the mycelial extract used and 

the colorimetric readings in every 


240 ] | . 
extract. However, the ratio of color 
| intensity with phenol reagent to 
oa pind -| Kjeldahl protein (total nitrogen value 
hb 6.25) was dissimilar from extract 
160) - . to extract. Also these color intensities 
i were different from the intensity due 
to bovine albumin, both expressed 

[ on wg Kjeldahl protein basis. 


4. Protein assay in mycelial 
extracts with phenol reagent 
if | after precipitation of protein 


The date obtained by assays on 
solutions of the TCA precipitated 
Colorimetric Reading protein from the three successive 
Fig. 4. Relation between phenol reagent color extracts are represented in Fig. 4. As 
and Kjeldahl protein after precipitation with Seen from the figure, the dissimila- 
ype fecal She, pelo preset rity in the ratio of color intensity 
albumin. 1, = x = First extract, 7,=0= with phenol reagent to micro- 
Be Aaa Mk leh ata a Kjeldahl protein tended to disappear 
when the assays were carried out after TCA precipitation. It is also 
apparent that the color intensities were now in close agreement with 
those of bovine albumin. 


5. Effect of storage on the color intensity by biuret and phenol 
reagent methods 


The biuret colors were characterised by heavy opalescence, which 
persisted to a considerable extent even when the colors were developed 
after TCA precipitation. The colors with phenol reagent were, on the 
other hand, clear even when developed on whole extracts. When the 
biuret colors were stored overnight at room temperature, a feathery 
precipitate tended to separate out. On matching the colors of the clear 
solutions obtained by centrifugation, it was found that there was a 
marked drop in the color intensity, but the drop was not uniform in all 
the samples. The colors with phenol reagent remained stable even after 
24 hours and there was no separation of precipitate. 
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6. Effect of altering the conditions for protein precipitation and 
dissolution on biuret color 


In separate experiments the final concentration of TCA was raised 
from 5°/,—10°/). Instead of the usual 30 min in ice bath after TCA 
addition, storage at 70°C for 5 min was also tested. For dissolution of the 
Separated precipitate, the suspension in sodium hydroxide was main- 
tained in some experiments at room temperature for 30 min, instead of 
5 min in boiling water. In order to assess the effect of sodium hydroxide 
used in protein dissolution on the biuret color, experiments were carried 
out on whole extracts with an equivalent amount of alkali added before 
color development and the intensity compared against other aliquots 
without addition of alkali. It was found that none of these variations had 
any effect on the final color intensity by biuret method. 


Discussion and Summary 


The results obtained by the present authors emphasize the need for 
preliminary precipitation with TCA before carrying out assays of mycelial 
protein by the biuret method. The biuret color intensity does not bear a 
constant relation to its protein (nitrogen) content by the Kjeldahl method 
when the assays are conducted on successive extracts of mycelium. This 
may be attributed to unequal extraction of protein and non-protein 
material, or interfering material, in the successive extracts. After TCA 
precipitation, the ratio of color intensity to Kjeldahl protein attained 
constancy in all extracts, so that it was now possible to standardise the 
biuret color against Kjeldahl protein. Similar difficulties were encoun- 
tered also when the phenol reagent was used for colorimetric estimation. 
Even after TCA precipitation of mycelial protein, the biuret colors could 
not be standardised against bovine albumin, since the two gave totally 
different color intensities for unit protein nitrogen as determined by 
Kjeldahl method. In the case of phenol reagent, however, the TCA preci- 
pitated mycelial protein fraction gave the same color intensity as bovine 
albumin when both were equated to Kjeldahl nitrogen. 


The biuret method, as applied to crude extracts, has the disadvantage 
that the final solutions are highly opalescent even when the assays are 
conducted on the TCA precipitated fraction. This interference is likely 
to be due to polysaccharide. The apparently high biuret intensity ob- 
served with TCA precipitated mycelial protein, compared with bovine 
albumin, may be attributed to the opalescence of the final colors. This 
opalescence was not apparent in the case of colors with phenol reagent, 
probably because of the higher dilutions of mycelial extract needed in the 


estimation. 
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Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena 
der Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin 


Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen 
an Polystictus versicolor 


If. Die Feinstruktur yon Grundplasma und Mitochondrien 


Von 
M. GIRBARDT 


Mit 17 Textabbildungen 
(Hingegangen am 22. Mérz 1961) 


Durch die Anwendung neuer Fixierungs- und Einbettungsmittel ist 
es moglich, die bereits friiher mitgeteilten elektronenoptischen Befunde 
(GIRBARDT 1958) zu erginzen und zu erweitern. Die Untersuchungen 
sollen dazu beitragen, weitere Einblicke in die relativ wenig bearbeitete 
Substruktur der Pilzzelle zu vermitteln. 


Material und Methode 


Die Kultivierung des Stammes von Polystictus versicolor sowie seine Fixierung 
mit OsO, sind bereits friiher beschrieben worden (GIRBARDT 1958). 

Bei der Fixierung mit Kaliumpermanganat (Lurr 1956) werden die Hyphen 
mit einer frisch bereiteten 2°/,igen KMnO,-Lésung in Veronalacetat-Puffer (0,007 
mol, px 7,1) fixiert. Die Fixierungsdauer betragt 10 sec bis 2 min, anschliefend 
erfolgt Nachfixierung mit 1°/,iger, gepufferter OsO,-Lésung (30 min). 

Als giinstiges Einbettungsmittel (GIRBARDT 1959) erwies sich ein dem Vestopal 
(RyteR et al. 1958) ahnlicher Polyester der Badischen Anilin- und Sodafabrik 
(Palatal P4, P6 und PF). Die Entwasserungsprozeduren werden mit Aceton durch- 
gefiihrt (RYTER et al. 1958). Schnittgiinstig ist eine Mischung aus 6 Teilen P4 und 
4 Teilen PF; zu je 10 cm® dieser Mischung werden 2 Tropfen Katalysator und 
1 Tropfen Beschleuniger zugefiigt. Die Polymerisation ist bei 60°C innerhalb 
24 Std abgeschlossen. 

Durch die Verwendung des héher viscosen Palatals, dessen Polymerisation 
O,-unabhangig ist, lassen sich leicht Flacheinbettungen von Objekttragerkulturen 
herstellen. Die mitsamt dem Agar fixierte Pilzkultur wird auf dem urspriinglichen 
Objekttrager entwassert und eingebettet. Die gewiinschte Dicke des spateren 
Palatalblockes 148+ sich durch Glasbléckchen, die auf den Objekttrager gelegt 
werden, einstellen. Als oberer AbschluB dient ein weiterer Objekttrager. Nach dem 
Auspolymerisieren werden die Objekttrager vorsichtig zertriimmert und fiir die 
Ultramikrotomie passende Blickchen ausgesigt. Da die Hyphen nach der Ein- 
bettung deutlich mikroskopisch zu identifizieren sind, kann mit dieser Methode 
auch eine gezielte Praparation bestimmter Objektstellen vorgenommen werden. 

Die Diinnschnitte wurden mit dem Porter-Blum-Mikrotom angefertigt und 
entweder mit dem elektrostatischen (VEB Carl Zeiss, Jena) bei 48 kV oder dem 
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Abb.1und 2. Polystictus versicolor. Lingsschnitt durch vegetative Hyphen. Unterschiedliche Form 
des ER. Die Zellwand ist in Abb.1 mit Uranylacetat kontrastiert. OsO,-Fixierung. Etwa 23000 :1 


Abb. 4 


Abb.3 und 4, Polystictus versicolor. Liings- und Querschnitt durch vegetative Hyphen. Die Mem- 
branen des ER treten im Querschnitt meist als ringférmige Anschnitte auf. — KMn0O,-Fixierung. 
Etwa 23000: 1 
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elektromagnetischen _Elektronenmikroskop (Werk fiir Fernmeldewesen ,,WF“ 
Berlin-Oberschéneweide) bei 62 kV untersucht. Die elektronenoptische Ver- 
groBerung der Aufnahmen ist 8700: 1 bzw. 11000: 11. 


Abb. 5 


Abb.8 


Abb.5—8. Polystictus versicolor. Lingsschnitte und Querschnitt durch vegetative Hyphen. Kon- 

tinuierlicher Ubergang yon lokal blasig aufgetriebenen Schlauchen (Abb. 5) zu fragmentierten (Abb. 6) 

Formen, die sekundir zu groBlumigen, wabigen Gebilden zusammentreten (Abb.7,8). KMn0O,- 
Fixierung. Etwa 23000: 1 


1 Fy]. E. Frrrsoue sei fiir ihre Hilfe bei den Praparationsarbeiten bestens 
gedankt. 
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1. Endoplasmatisches Reticulum (ER) 


Aus der Gegeniiberstellung zweier Langsschnitte (Abb. 1 und 2) wird 
deutlich, wie unterschiedlich das Grundplasma von Polystictus versicolor 
gestaltet sein kann. In Abb.1 herrschen granulare Komponenten, deren 
Durchmesser um 180 A betraigt, und dicht gepackte Membranen vor. 
In Abb.2 finden sich nur vereinzelt Granula. Bildbestimmend sind hier 
die unterschiedlich grofen Blaschen. 

In KMn0O,-fixierten Zellen sind die Cytoplasmamembranen in Langs- 
(Abb.3) und Querschnitten (Abb.4) sichtbar. Sie reprasentieren flach 
gedriickte Schlauche oder Tubuli. Das Innenlumen dieser vesiculaéren 
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Abb.9. Polystictus versicolor. Schrigschnitt durch Schnallenregion. Die Schnallenquerwand (links) 
ist median getroffen. Das VerschluBband (V0) ist Teil des ER. — KMn0O,-Fixierung. 23000: 1 


Elemente ist haufig an einzelnen Stellen blasig aufgetrieben (Abb.5). 
Diese Auftreibungen sind wahrscheinlich die Vorstufen zu den fragmen- 
tierten Formen (Abb.6). Méglicherweise besteht ein Zusammenhang 
zwischen diesen blaschenférmigen Strukturen und den morphologisch 
eigenartigen Gebilden in Abb.7 und 8. Es wire denkbar, da’ durch 
weitere Quellung, sekundares Aneinanderhaften und spateres Verschmel- 
zen von Hinzelblaischen die schaumig-wabigen Strukturen zustande 
kommen. 

In Querwandnihe verlaufen die Schliuche den Wanden stets streng 
parallel. Die dem Querwandporus beidseitig vorgelagerten VerschluB- 
binder (Abb.9) sind Teile des endoplasmatischen Reticulums. Das 
perforierte VerschluBband unterscheidet sich von den cytoplasmatischen 
Schlauchen nur insofern, als der Raum zwischen den begrenzenden 
Membranen von elektronenoptisch kontrastgebender Substanz erfiillt ist. 


2. Cytoplasmamembran 


Besonders im relativ inhaltsarmen Teil der Zelle bildet die Cyto- 
plasmamembran sackartige Einstiilpungen, die betrachtliche GréBe 
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erreichen kénnen (Abb. 10). Diese Kinstiilpungen scheinen sich abschnii- 
ren (Abb.11 und 12) und ins Zellinnere wandern zu kénnen (Abb. 13). 
Die Vermutung liegt nahe, daB diese Gebilde auf mikropinocytotische 
Prozesse hindeuten und nicht, wie urspriinglich angenommen wurde, 
Flachenansichten der umgeklappten Cytoplasmamembran darstellen. 


Abb.10—13. Polystictus versicolor. Lingsschnitt. Sackartige Einsttilpungen der Cytoplasmamembran. 
Im Innern der Siicke zahlreiche, unterschiedlich groBe Blaschen. In Abb.11 ist die Zellwand mit 
Uranylacetat kontrastiert. — OsO,-Fixierung. Etwa 23000: 1 


Abb.14. Polystictus versicolor. Schraigschnitt eines Chondriosoms, der offene Kommunikation (ok) 
zwischen Cytoplasma und Chondriosomentubuli vortaéuscht. — OsQ,-Fixierung. Etwa 46000: 1 


Die zahlreichen, unterschiedlich groBen Blaschen im Innern der Ein- 
stiilpung deuten darauf hin, da bereits zahlreiche kleine Abschniirungen 
von Teilen der Cytoplasmamembran vor Bildung des groBen Sackes 
stattgefunden haben. 


3. Chondriosomen 


Die Chondriosomen (Abb. 14—17) sind tubular gebaut. Die Tubul 
verlaufen, besonders bei den globulaéren Formen, in radialer Richtung 
(Abb. 14). Sie sind stets Hinstiilpungen der inneren Membran (Abb. 15 
inv). Offene Kommunikationen zwischen Tubuli und Grundplasma 
kommen bei Polystictus versicolor nicht vor. Bilder, die eine solche 


356 M. GrrBarvr: 


Kommunikation vortauschen (Abb. 14 ok.), zeigen deutlich, daB an den 
,,.Kommunikationsstellen‘‘ stets die umgebende Membran nicht doppelt 


page Abb.15  Abb.16 & Sauk 


Abb.15 und 16. Polystictus versicolor. Chondriosomen 

quer. Die Tubuli sind Einstiilpungen der inneren Chon- 

driosomenmembran (inv). Briiche der AuBeren Membran 

an der Tubulusbasis (tbb) sind méglich. — OsO,-Fixierung. 
70000: 14 


Abb.17. Polystictus versicolor. Chondriosomen lings und 
quer, — KMn0Q,-Fixierung. 14000: 1 


konturiert, sondern verwaschen dargestellt 
ist. Aus Abb.16 ist ersichtlich, daB 
moglicherweise ein Bruch der auberen 
Membran an der Tubulusbasis (Abb. 16 
tbb) erfolgen kann. Vielleicht deuten 
solehe Bilder aber auch an, dak die 
Tubuli als Ganzes ausgestoBen werden 
(WoHLFAHRT-BOTTERMANN 1957; WEIs- 
SENFELS 1957). 
Nach Permanganat-Fixierung erscheint 
i die gleiche Substruktur der Chondrio- 
WAT  somen (auch der fadigen) wie nach OsQ,- 
Fixierung (Abb.17). Die Chondriosomen 
diirfen nicht verwechselt werden mit den chondriosomenahnlichen Gebil- 
den (Abb. 3 und 7), die kein Analogon in der osmiumfixierten Zelle besitzen. 
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Besprechung der Ergebnisse 

Das cytoplasmatische Membranensystem, das ausschlieBlich in Form 
»glatter Membranen‘‘ (6 = Cytomembranen nach Sonvtz et al. 1958) 
auftritt und schlauch-, sack- sowie blischenférmige Strukturen reprisen- 
tiert, diirfte im wesentlichen dem endoplasmatischen Reticulum der 
Zelle héherer Organismen entsprechen. Es scheint jedoch nicht als 
geschlossenes Vacuolenkandlchensystem von bleibender Kontinuitat 
(PaLaDE 1956; Fawcerr et al. 1958) vorzuliegen. Die einzelnen morpho- 
logischen Formen sind vielmehr ineinander itiberfiihrbar. Unter Annahme 
der wahrscheinlich gemachten Fragmentationsfahigkeit der schlauch- 
formigen Strukturen infolge Quellung hydrophiler Kolloide wire die 
Entstehung der kleinen Blaschen verstandlich. Durch fortschreitende 
synaretische Prozesse und Fusionen mehrerer Blaschen kénnten schlieB- 
lich Gebilde entstehen, die lichtoptisch auflésbar werden und als zunachst 
kleine, dann sich vergr6Bernde Vacuolen in Erscheinung treten (vgl. 
DANGEARD 1923; GUILLIERMOND et al. 1933; GrrBarpT 1960). 

Die vitale Existenz der granuléren Komponente [Paladesche 
Granula, Ribosomen, weitere Synonyme bei Srrrz (1958)] ist nach den 
Untersuchungen an gefriergetrockneten Geweben nicht mehr zweifels- 
frei (GrRSH et al. 1957a und b; Ss6sTRAND et al. 1958; GRuNBAUM et al. 
1960). Wie bei anderen Objekten (MoOLLENHAUER 1959; CampicHE 1960; 
Marinos 1960) sind auch bei Polystictus nach KMnO,-Fixierung die 
Granula nicht nachzuweisen. Wahrscheinlich vermégen sie dem oxydie- 
renden Angriff des Permanganats nicht standzuhalten, da nach langerer 
Fixierungszeit (iiber 10 min) grobe Artefaktbildungen im Grundplasma. 
auftreten. 

Die fiir zahlreiche tierische, pflanzliche und Protistenzellen nach- 
gewiesenen, sackartigen Einstiilpungen der Cytoplasmamembran deuten 
hin auf ein méglicherweise weitverbreitetes Stoffaufnahmesystem (BEN- 
nerr 1956; PaLapE 1956; Hotter 1959; PoticarD et al. 1959; ELBERS 
et al. 1960; Burne et al. 1960). Sie sind inzwischen auch bei Neurospora 
crassa gefunden worden (SHATKIN 1959; SHaTKIN et al. 1959). Falls die 
fiir Polystictus nachgewiesenen Strukturen ahnliche Funktionen zu 
erfiillen haben, gewinnen sie deshalb besonders an Interesse, weil bei 
Pilzen die Zellwand eine fiir die Stoffaufnahme wichtige Barriere zu sein 
scheint (DRAWERT u. SCHLAFKE 1959). Eine solche elektiv wirksame 
Wand kénnte vielleicht notwendig sein, um die méglicherweise weniger 
spezifische pinocytotische Stoffaufnahme zu kompensieren. Diese Vor- 
stellung wiirde die Zellwand der Pilze funktionell naher an die Zellmem- 
bran der Bakterien riicken. 

Die von einigen Autoren erérterte Méglichkeit (PowzERs et al. 1956; 
Nikiowrrz 1957; Herrz 1959), daB bei Pilzchondriosomen eine offene 
Kommunikation zwischen Tubuli bzw. Cristae im Cytoplasma méglich 
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ist, etwa durch Hinfaltung der gesamten AuBenmembran, muf fiir Poly- 
stictus abgelehnt werden. Substrukturell bestehen daher keine prinzi- 
piellen Unterschiede zwischen den Chondriosomen héherer Organismen 
und denen von Pilzen. Das eigenartige Verhalten der Organellen im 
Vitalfarbungsversuch (DRAWERT u. SCHLAFKE 1959) riihrt vermutlich 
daher, daB erst die geschadigte Zelle Farbstoff aufnimmt und so die 
degenerierten Formen mehr oder weniger unspezifisch die Farbstoffe 
speichern, 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


Nach OsO,- und Permanganatfixierung sind im Cytoplasma von 
Polystictus versicolor glatte Membranen elektronenoptisch nachweisbar, 
die als Grenzflichen eines unterschiedlich geformten vesicularen Systems 
aufzufassen sind und damit dem endoplasmatischen Reticulum der 
hdheren Zelle entsprechen. Die grofen Blaschen dieses Systems werden 
als moégliche Vorstufen der spiter lichtoptisch sichtbar werdenden 
Vacuolen angesehen. 

Das am Querwandporus liegende VerschluBband ist ein Teil des 
cytoplasmatischen Membransystems. 

Sackartige Einstiilpungen der Cytoplasmamembran legen die Ver- 
mutung nahe, daB mikropinocytotische Prozesse stattfinden. 

Die tubular gebauten Chondriosomen entsprechen dem Normalbild. 
Die Tubuli sind Einstiilpungen der inneren Membran. Offene Kommuni- 
kationen zwischen Grundplasma und Tubuli werden durch schrage An- 
schnitte vorgetauscht. 
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(Hingegangen am 4. Mai 1961) 


Eine ,,heterotrophe“ CO,-Fixierung nach Art der Wood-Werkman- 
Reaktion wurde bei Actinomyceten bereits nachgewiesen (PINE 1956; 
BurrerwortH u. Mitarb. 1955; Kosunosz u. Mitarb. 1960). Min- 
destens bei ,,oligocarbophilen‘‘ 6-Nocardien gibt es warscheinlich aber 
auch andere Einbaumechanismen: Nocardia etroleophila 78 z. B. 
bendtigt CO, zum Aufbau der Zellsubstanz und gewinnt die Energie zur 
Reduktion des CO, aus der Oxydation aliphatischer Kohlenwasserstoffe, 
ohne dabei jedoch CO, in gréBeren Mengen in Freiheit zu setzen (HirscH 
1958). 

Woops u. Lasceties (1954) hatten die Existenz eines Organismus 
gefordert, ,,der die Oxydation héherer Kohlenstoffverbindungen ledig- 
lich als Reduktions- und Energiequelle verwendet, ohne also dabei CO, 
freizusetzen‘‘. Da exogenes CO, die einzige C- Quelle sein miiBte, hatte 
der Stoffwechsel dieses hypothetischen Organismus einen ,,verdeckt- 
chemoautotrophen“ Charakter. Nocardia petroleophila 78 und einige 
andere f-Nocardien entsprechen méglicherweise diesem Typ, doch steht 
der Nachweis der ausschlieBlichen Verwendung von CO,—C noch aus. 

Organische Molekiile kénnen Kohlenstoff-, Wasserstoff- oder Energie- 
quelle fiir Mikroorganismen sein. Zumeist fallen diese drei Nutzungs- 
moglichkeiten zusammen, doch hier miiBten sie also unterschieden 
werden. Von Actinomyceten, die nur die Reduktionskraft und/oder 
Energie — also den Wasserstoff — des Kohlenwasserstoffes nutzen, 
kénnte man auch die Fahigkeit zur Verwertung molekularen Wasser- 
stoffes erwarten. Bei Mycobakterien wurden schon von Dworkin u. 
Fosrmr (1958) sowie Luxrys u. Fostmr (1959) Zusammenhange zwischen 
der Kohlenwasserstoffoxydation und der Aktivierung und Oxydation 
von molekularem H, vermutet. Tatsiichlich vermochten einige ihrer 
Stémme mit H,, O, und CO, ,,autotroph“ zu leben. Die Arbeiten von 
TAKAMIYA u. TUBARI (1956) sowie Kanat u. Mitarb. (1960) iiber Wasser- 
stoffoxydation und Autotrophie bei Streptomyces autotrophicus (= Nocar- 
dia autotrophica nov. comb. Hirsch) lieferten wichtige Anhaltspunkte 
fiir das Vorkommen einer Chemoautotrophie bei Strahlenpilzen. 
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In der vorliegenden Arbeit sollte ein repriisentativer Anteil der 
Actinomycetales auf die Befahigung zu chemolithotrophem Wachstum 
mit H, gepriift werden. Besonderes Augenmerk wurde auf nicht-saure- 
feste, ,,oligocarbophile‘‘ 8-Nocardien mit ausgepriigt oxydativem Stoff- 
wechsel gerichtet, da diese stark CO,-abhangig sind (Hirscu 1958 und 
1960). 


Material und Methoden 


Teststamme. Die untersuchten Reinkulturen kamen teils aus Sammlungen, 
teils waren sie frisch isoliert worden. Herrn Prof. Dr. A. Taxamrya sei fiir den 
Kodai-Stamm von Nocardia (= Strept.) autotrophica (= Stamm 394) gedankt. 
Mycobakterien und Proactinomyceten! kamen aus dem Hygienischen Institut 
Hamburg, dem Bakteriologischen Institut der Universitatsklinik Hamburg-Eppen- 
dorf, dem Hygienischen Institut Géttingen, und von Herrn Dr. W. F. Fiscusr, 
Diisseldorf. Weitere Proactinomyceten und Streptomyceten entstammten dem 
Institut fiir Mikrobiologie Gottingen und der Biochemischen Abteilung des Orga- 
nisch-Chemischen Instituts Géttingen; die Micromonospora-Stamme stellte freund- 
licherweise Herr Prof. Dr. M. ALExanpsER, Cornell University, Ithaca, N.Y., USA, 
zur Verfiigung. Hinige Staémme wurden mir von anderen Forschern iiberlassen. 
Ihnen allen sei an dieser Stelle gedankt. 

Kulturmethoden. Fir den Nachweis der Chemoautotrophie wurden nur mit 
Chromschwefelsiure gesiuberte Glasgeraite verwendet. Abdichtung der Nurschliff- 
apparaturen: Silicone-Hochvacuumfett (Dow Corning,:USA). Alle Chemikalien 
waren ,,p.a.‘-Substanzen, das Wasser war deionisiert und destilliert. Die Gas- 
gemische wurden in Glasflaschen hergestellt; Sperrfliissigkeit war mit H,SO, an- 
gesauertes Wasser. Die Gase — von gréBtméglichem Reinheitsgrad — wurden mit 
KOH, Pyrogallol oder H,SO, gewaschen. Das autotrophe Kulturmedium (,,Mineral- 
nahrlésung“) hatte folgende Zusammensetzung: K,HPO, 1,19 g; KH,PO, 2,83 ¢; 
MgSO,:7H,O 0,5 ¢; NaCl 0,5 ¢; (NH,),SO, 2,0 g [bzw. (NH,)NO, 1,3 g]; FeSO, 
-7H,0 1,1 mg; CaCl, 30mg; Hoagland-Spurenelementlosung 2 ml; dest. Wasser 
1000 ml; px 7,0; Sterilisation 30 min/] Atii. Normalerweise wurde bei 28° C be- 
briitet; die pathogenen oder thermophilen Staémme (Mycobacterium bzw. Pseudo- 
nocardia) erforderten Temperaturen von 37° bzw. 45° C. 

Versuche zur Massenanzucht von Noc. autotrophica 394 wurden auf einer Schiittel- 
maschine nach BERNHAUER bzw. mit dem bei SCHLEGEL, KALTWASSER u. GorTT- 
SCHALK (1961) beschriebenem Riihrwerk durchgefihrt. 

Gaswechselmessungen wurden nach der konventionellen Warburg-Methode 
im Rund-Warburg, Modell V, mit Begasungsaufsatz der Fa. Braun/Melsungen 
durchgefiihrt; bei der Berechnung der GefiSkonstanten wurde fiir «9, der Wert 
von a, verwendet, da die geringe Differenz beider im Fehlerbereich lag. Die zwei- 
armigen 16 ml-GeféB8e wurden 115fach/min geschiittelt (Amplitude 4 cm). Zell- 
suspensionen wurden durch Aufschwemmen der Kolonien, wiederholtes Waschen 
mit Phosphatpuffer (0,06 M) und Schiitteln mit Glasperlen (3 min) gewonnen 
(Hirsom 1958). Sie bestanden dann aus Staébchen oder kurzen Hyphen und waren 
voll lebensfihig, wie Abimpfungen zeigten. Mikroskopische Praparate wurden 
trockenfixiert und anschlieBend mit Carbol-Fuchsin-Czablewski gefarbt. 


1 Unter ,,Proactinomyceten“ seien hier nach dem Vorschlag von JENSEN 
(1953) aerobe Actinomyceten mit stark und rasch zerfallendem Substratmycel, 
weichteigigen Kolonien ohne Luftmycel, und Triibungswachstum in fliissigen Nahr- 
béden (= «-Nocardien bei Umprerr 1939) verstanden. 
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Radioaktivitatsmessungen. Markierter Kohlenstoff wurde als NaH™CO,/ 
NaH!2CO, (0,1 M) mit der spezifischen Aktivitat von 138000 meBbaren Impulsen/uM 
Bicarbonat gegeben. Die Zellen wurden zum Auszahlen des Gesamteinbaus auf Got- 
tinger Membranfiltern Nr. 6 (Sartorius) gesammelt, getrocknet, und die gemessenen 
Impulsraten fiir Selbstabsorption und Koinzidenz korrigiert (SCHLEGEL u. LAFFERTY 
1961). Zahlgerate: Fa. Frieseke u. Hoepfner; GM-Zahlrohr FH 15a (1,15 mg/cm’). 

Bestimmungsmethoden. Zelltrockengewichte wurden nach Trocknung bei 
85° C (24 Std) bestimmt. Stickstoffbestimmungen wurden nach Kocu u. MCMEEKIN 
(1924) (modifiziert Mikrokjeldahl) und nach La Riviere (1958) (modifiziert Biuret) 
durchgefiihrt. 

Versuchsergebnisse 
I. Priifung auf chemoautotrophes Wachstum unter H, 

Zur Erleichterung der Hydrogenasebildung wurde den Teststammen 
NH,* als N-Quelle geboten und der O,-Partialdruck auf 8 Vol-°/, 
gesenkt. Zur Vorkultur wurde auf Schragréhrchen mit Glycerin-Glyko- 
kollagar nach LINDENBEIN (1952) (die Streptomyceten) bzw. Difco- 
Glucose-Peptonagar (die anderen Actinomyceten) geimpft und unter 
H,—O,—CO,—N, (59:8:1:32) bzw. O,—CO,—N, (8:1:91) bebriitet. 
Nach 3 Tagen wurde die Gasmischung erneuert, nach 6 Tagen war die 
Mehrzahl der Stémme gut angewachsen (Tab.1) — einige von ihnen 
waren durch Wasserstoff geférdert worden (Mycobact. rubrum, Noc. 
nitrificans, Pseudonoc. thermophila, Waksm. rosea, Strept. spec. 418 und 
Micromonospora spp.). Alle Kulturen wurden nun fiir den Hauptversuch 
auf Mineralnahrlésung in frisch gereinigte Reagenzglaser mit Aluminium- 
kappen geimpft und diese in 10-L-Wittschen Topfen untergebracht 
(Schliffabdichtung: Silicone). Die sterilgefilterte Gasmischung enthielt 
im Kontrollgefa& N, an Stelle des Wasserstoffs. Durch die geringe 
Impfmenge wurde die Verunreinigung der Mineralnaihrl6sung durch 
organische Substanzen der Vorkultur praktisch ausgeschlossen. 

Nach 21 Tagen war in den H,-GefaBen ein leichter Unterdruck ent- 
standen und 91 von 133 Teststémmen hatten sich vermehrt (Tab.1). 
,» Oligocarbophile Actinomyceten mochten von Luftverunreinigungen 
gelebt haben (Hirscu 1960), andere hatten vielleicht doch Spuren organi- 
scher Substanz aus dem Impfgut verwertet. Aber 36 von den 91 posi- 
tiven Stémmen waren offensichtlich durch den Wasserstoff geférdert 
worden. Kinige von ihnen (Mycobact. phlei [1 Stamm], Noc. saturnea 
[St. 99 und 71], Noc. petroleophila [St. 102 und 84], Noc. autotrophica 394, 
Streptomyces spec. 418 und Streptosporangium spec. 242) konnten nun 
weiterhin auf Mineralnahrlésung unter Knallgas/CO, gehalten und zu 
langsamem, aber gutem Wachstum gebracht werden. Sie waren vermut- 
lich also mindestens unter diesen Bedingungen chemolithotroph. Ihre 
Fahigkeit zur Durchfiihrung der Knallgasreaktion und der Ausnutzung 
der dabei fretwerdenden Energie zum reduktiven CO,-Einbau sollte im 
folgenden durch quantitative Versuche an den drei Nocardia-Stimmen 
99, 102 und 394 bewiesen werden. 
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Tabelle 1. Autotrophe Kultur von Actinomyceten mit H,—O,—OCO,—N, (59:8 :1 :32) 
bzw. Nz—O,—O0,—N, (59:8:1:32) nach ,,heterotropher“ Vorkultur wnter den 
gleichen Gasmischungen 


Einzelheiten im Text; Herkunft der Stamme siehe Material und Methoden! 


Stémme mit Wachstum Zahl der durch H, im 
Wachstum geférderten 


Bezeichnun: auf dem Niahrboden 53 
c— Gees unter Test- ee ee Stémme auf dem: 
denen die Kulturen stimme der Abimpfung} 0°F8a- | mineralischen 
erhalten worden waren) (Anzahl) | des Vor- 1—3 (an- nischen | Nahrboden 
versuchs organisch) Nahrboden Ger Abannrin’ 
(organisch) obs R stan LORE NTNS 

Mycobacterium eos 2 2 Jen = aw Ss 
M. lacticola 3 3 3 = = 
M. luteum 2 2 1 re oe 
M. phler 4 4 4 1 = deanel! 
M. ranae 1 1 ve an 
M. ranicola 1 1 = vcd oi 
M. rubrum 1 1 il 1 = 
M. smegmatis 3 3 1 = sak 
M. testudinis 2 2 2 = gid 
M. tuberculosis RV 37 ik = = ot = 
M. tuberculosis var. 

poikilothermorum 1 1 —- .. — — 
M. avium-gallinaceus 1 = ue & 
M. spec. aus Erde/ 

Petroleum 10 10 1 — 1 
Corynebacterium 

michiganense 1 1 = = = 
Proactinomyces citreus 2 2 1 — = 
P. corallinus 4 4 4 — 1 
P. flavus 2 2 — = es 
P. ruber 8 8 ie ale = 1 — 
P. (Nocardia) leishmanii 1 1 1 = = 
P. (Nocardia) lutea 1 1 1 = 1 
P. (Actinomyces) Orskov 1 1 — == = 
P. (Nocardia) opaca 1 1 1 — 

P. spec. 2 2 2 — 
P. (Nocardia) spec. 

(aus Erde) 3 3 a. @ — 1 

Nocardia asteroides 2 2 es ih — 1 — 
N. untformis 1 1 1 — — 
N. paraffinae 2 2 2 A _ alk Soi 
N. saturnea 2 2 Dive vag — DSF Deez, 
N. petroleophila 8 7 emcee at — ghee 
N. (Streptomyces) 

nitrificans 11 11 11 1 8 
N. (Streptomyces) 

autotrophica 1 1 i hei — se eee 
N. spec. (aus Erde 

von Honduras) 2 2 1 tee, — 1 
N. spec. ,,I‘ (70) 1 1 ser ae — - 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


Zahl der durch H, im 
Wachstum geférderten 
Stémme auf dem: 


Stimme mit Wachstum 


Bezeichnung auf dem Nahrboden 


( EB a ee ee 
re Pe NER Fa ‘< stimme der Abimpfung}] 0 a mineralischen 
erhalten worden waren) (Anzahl) | des Vor- 1—3 (an- feu! Nahrboden 
versuchs | organisch) |% yoo der Abimpfung 
(organisch) ols itis va eo. 
! 
Pseudonocardia 
thermophila 2 2 Din 2 1 2— 
Waksmania rosea 1 1 rr 1 — 
Actinomonospora 
lusitanica 1 1 — = = 
Actinomyces spec. ,,aerob*< 2 2 2 _ _ 
Streptomyces coelicolor 1 1 - — _ 
S. chrysomallus-fumigatus 1 1 _ — = 
S. flavovirens 1 1 1 _ oo 
S. purpurascens 1 1 samt ies — — 
S. spec. Ser. rubrireticuli 1 1 — . — — 
S. murinus 1 1 1 hs a 
S. lanatus 1 1 1 (1) 1 — 
S. limosus 1 1 — . — -- 
S. viridochromogenes 1 1 ies — — 
S. spec. (,,Act. 
oligocarbophilus*‘) 1 1 i ee — . 
S. spec. 23 23 jl ig al 1 Srl oer 
Micromonospora chalcea 2 2 2 1 — 
M. spec. 3 3 3 — 3 1 — 
Streptosporangium spec. 1 1 vena _ rh ve! 
Gesamt (Hiss sik isin giete fs 9 |36 8 5 


1 Nicht alle Stimme wurden getestet. Das Zeichen . bedeutet nicht weiter 
untersucht. 


Kine Wiederholung des ,,Screentests‘‘ mit allen Abimpfungen er- 
brachte gleiche Ergebnisse. 


II. Nachweis der Verwertung der Wasserstoffoxydation 
zu chemolithotrophem Wachstum 


1, Die Wasserstoffaktivierung (Hydrogenaseaktivitit) 


STEPHENSON u. STICKLAND (1931) bestimmten die Aktivitat des 
Hydrogenasefermentes durch die Reduktion von Methylenblau (,,Mb1*‘) 
mit molekularem Wasserstoff (Entfarbung). Fiir den folgenden Warburg- 
Versuch mit den drei 6-Nocardien wurden 10 uM Mbl in einen Seitenarm 
der GefiBe gegeben und nach einer Ausgleichszeit in die Zellsuspension 
gekippt. Die Zellen waren in gleicher Weise von ,,autotrophen“ Kulturen 
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unterschiedlichen Alters geerntet worden, die Hydrogenaseaktivitat lag 
bei ihnen ungefahr im gleichen GréBenbereich: 


Alter der Zellen QH, 
Stamm in Tagen _|( H,/Std/meN) 
Nocardia 102 55 240 
Nocardia 99 61 304 
Nocardia 394 26 618 
Nocardia 394 34 376 


2. Die Knallgasreaktion 
In entsprechender Weise wurden die drei 6-Nocardien auf die Durch- 
fiihrung einer Knallgasreaktion gepriift. Die Zellsuspensionen aus 
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Abb.1. Wasserstoffoxydation dreier 6-Nocardien (Sauerstoff als Elektronenacceptor); Zellen 18 Tage 

alt, Kontrollen (endogene Atmung) unter N,—O,. Unter H,—O,: Nocardia 99 (Aktivitét/mg Trocken- 

gewicht) —A—A—; Nocardia 102 (Aktivitat/mg Trockengewicht) —y—y—; Nocardia 394 (Ak- 

tivitait/mg Trockengewicht) —e—, Aktivitét/mg N: —e—. Unter N.—O,: Nocardia 99, 102, 394 
(= Endogene Atmung) —#—#— 


Abb. 2. Knallgasreaktion durch Noe. autotrophica 394. Suspension in Phosphatpuffer (0,06 M; 
px 7,2). Sublimatlésung konzentriert. Gasgemische: Hz (90/5); O2 (8°/o); COs (2°o); Ne (90%) 


18tagigen Kulturen standen unter H,/O, bzw. N,/O, (je 90:10) bei 
Abwesenheit von CO, (KOH!). Die Hydrogenaseaktivitat (ul H,/h/mg 
Trockengewicht) war bei Nocardia 99 und 102 fast gleich, bei Nocardia 
394 groBer (etwa doppelt) (Abb. 1). Eine Knallgasreaktion fand also 
statt; auch Sauerstoff konnte als Elektronenacceptor verwendet werden. 
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Ein Warburg-Versuch mit Nocardia 394 zeigte, daB diese Knallgasreak- 
tion an lebende Zellen gebunden war (Abb. 2). 

Ein weiterer, mdglicherweise H,-chemolithotropher Actinomycet 
(Streptomyces spec. 418) lieB sich nicht in Warburg-Versuchen zur Gas- 
aufnahme bringen. Entweder waren die Zellen durch die Aufbereitung 
fiir den Versuch stark geschaédigt worden, oder aber dieser Stamm hatte 
auf Kosten von anderen Luftverunreinigungen, also nicht von Hg, 
wachsen k6énnen. 
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Abb. 3. Hydrogenaseaktivitiit von Noc. saturnea 99 mit Methylenblau bzw. Sauerstoff oder beiden 
Elektronenacceptoren gleichzeitig. Zellen 61 Tage alt, autotroph gewachsen. Begasung: H,—O,: 
—e—e—; H,: —sa—sa— 


Abb. 4. Wasserstoffoxydation durch Nocardia autotrophica 394 mit und ohne CO,. Zellen 24 Tage 
autotroph gewachsen. CO,-Puffer: 0,5 Vol-°/, CO, in der Gasphase. H,—O, (91:8) 


3. Gleichzeitige Wasserstoffoxydation durch Methylenblau und Sauerstoff 

Die ,,konkurrierende‘‘ Oxydation des Wasserstoffs durch Methylen- 
blau und Sauerstoff sollte bei unseren drei Nocardien gepriift werden. 
Sie wurden im Warburg-Versuch mit einem, beiden, oder keinem der 
Elektronenacceptoren zusammengebracht. Es ergab sich in den drei 
Fallen das gleiche Bild (Abb.3): 1. Die Gasaufnahme/Zeit war mit Mbl 
und in Gegenwart von KOH etwas gréBer als mit O,, und 2. bewirkte 
Mbl in Gegenwart von O, eine Beschleunigung der Gasaufnahme. Als 
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autoxydabler Redoxfarbstoff wurde es offenbar teilweise durch den O, 
unter Bildung von H,O, riickoxydiert und dadurch zur erneuten H,- 
Aufnahme bereitgestellt. In der Tat fand in den betreffenden Warburg- 
GefaBen keine vollsténdige Entfarbung statt. 


4, Knallgasreaktion und CO,-Fixierung 


Gewaschene Suspensionen von Nocardia 394 wurden in N-freiem 
Phosphatpuffer (0,066 M) suspendiert und die H,-Oxydation bei Gegen- 
wart und in Abwesenheit von CO, untersucht (Abb.4). Durch 0,5 Vol-®/, 
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Abb. 5. “CO,-Fixierung, gekoppelt mit der Knallgasreaktion bei Noc. autotrophica 394, Zellen 
36 Tage alt, suspendiert in Mineralnahrlésung. Gasgemische: H, (50°/.); O2 (8°/o); Nz (42 bzw. 92°/o).- 
Zugabe von 20 ~M ™0-Bicarbonat/Gefa8. Die Aktivitaten korrigiert fir Koinzidenz und Selbst- 
absorption. H.—O,: —®—®— bzw. —A—A; N.—O,: —e—e—-; —4—As—, 
1400,-Fixierung unter H,—O,: J]; unter N.—O.: 


CO, aus einem Carbonat-Bicarbonatpuffer in der Gasphase wurde die 
Gasaufnahme nach etwa 1 Std merklich und zunehmend beschleunigt. 
Eine Vermehrung der Zellen war hier ausgeschlossen. 

Eingehendere Versuche mit !CO, ergaben nun, daf dieses tatsachlich 
in die Zellen aller drei Testnocardien proportional der Héhe der Gas- 
aufnahme eingebaut wird (Abb.5). Die Zellen von Nocardia 394 (36 Tage 
alt) wurden in Minerallésung suspendiert und zur Verarmung 90 min 
unter H,/O,/N, bzw. N,/O,/N, (jeweils 50:8:42) gehalten. Aus dem einen 
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Seitenarm wurden sodann 2 uM “C-Bicarbonat heriibergeholt und die 
Zellen nach verschiedenen Zeiten durch Heriiberholen von 0,3 ml H,SO, 
(50°/,ig) aus dem anderen Seitenarm abgetétet, auf Membranfiltern 
gesammelt, mit HCl (0,1 n) gewaschen, getrocknet und ausgezahlt. Unter 
Knallgas waren in 11/, Std ca. 40°/, der gegebenen Aktivitat fixiert 
worden, unter N,/O, waren es nur etwa 2°/o. 


Erstaunlich war der schnelle Einbau wahrend der ersten Sekunden; 
etwa 5 sec nach der Zugabe der Aktivitaét war diese schon zu fast 12°/, 
fixiert. Entsprechend ver- 
hielten sich auch Nocardia 


= 
ay 


a 


se 99 und Noc. 102. 


a 


= Aus diesem Versuch 
konnte auch der Okono- 
mische Koeffizient (uM H, 
oxydiert/uM CO,  fixiert) 
mt berechnet werden; er betrug 
13, was einem energetischen 
Wirkungsgrad von 16°/, 
entspricht. 


5.CO,-Fixierung mit Knall- 
gas und Methylenblau 


Warburg-Versuche mit 
Nocardia 394 soliten klaren, 
ob mit der Elektronenauf- 
nahme durch das Methylen- 
blau ein Energiegewinn fiir 
die Zelle und also ein CO,- 
Einbau verbunden - sein 
oe 2 kann (Abb.6). Die Zellen 
713? has Oe Ge Ge 0,07 erhielten 20 uM ™“C-Bicar- 
Abb. 6. 90 min-Einbau von CO, in Noc. autotrophica 394 bonat/ GefaéB und wurden 
unre, Os Nabe Ne Oe. den 880 oder durch HySO, (cingebracht 
blau (MDI). Zellen 14 Tage autotroph gewachsen, suspen- durch den  Begasungs- 
diert in pgimeseier pelt mr von 204M *C- st opfen) ab g etdtet und wie 

tiblich aufgearbeitet. 

Wahrend unter Knallgasatmosphére in 90 min 4°/, der gegebenen 
Aktivitat fixiert wurden, waren es unter denselben Bedingungen, jedoch 
in Gegenwart von 54M Methylenblau, nur 0,6°/,. Allein unter einer 
Atmosphire von reinem H,, oder unter N, fand weder mit noch ohne 
MDI ein signifikanter Kinbau statt. Offenbar schidigte der Farbstoff in 
den verwendeten Konzentrationen. Er greift vermutlich an einer bestimm- 
ten Stelle in den Einbaumechanismus hemmend ein. Nach den Erfah- 
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rungen des in Abb.3 wiedergegebenen, Versuchs hatte man eine erhdhte 
CO,-Fixierung erwarten miissen. 


II. Versuche zur Massenanzucht chemolithotropher Zellen 


Kawnat u. Mitarb. (1960) berichteten von der schwierigen Anzucht 
ausreichender Mengen autotrophen Zellmaterials. Ihre Kulturen wuchsen. 
besonders langsam, méglicherweise infolge der Verwendung von (NH,),SO, 
als N- Quelle. Die Mehrzahl unserer autotrophen Strahlenpilze war zuvor 
auf organischen Nahrbéden geziichtet worden. Hierauf wuchsen sie 
schnell und reichlich. Sollten sie dann auch Hydrogenase aufweisen oder 
bilden kénnen, so lieBe sich die Bereitung von autotrophem Zellmaterial 
wesentlich vereinfachen und beschleunigen. 


Tabelle 2. Gasaufnahme heterotroph vorkultivierter Zellen von Nocardia 394 
unter Knallgas bzw. N,/O, 


wl Gasaufnahme/4 Std/10 mg Trockengewicht 
Vorkultur 
H,/0, | NO, | — Differenz 
heterotroph KOH 117 83 34 
Co, 76 58 18 
autotroph 1 CO, 505 10 495 


1Zam Vergleich sind die entsprechenden Werte aus dem Versuch Abb. 2 
angegeben; hier befanden sich die Zellen in Phosphatpuffer. 


Nocardia 394 wurde in 1000 ml-EM-Kolben mit Schaumstoffver- 
schluB nach Ciaus (1959) auf der Schiittelmaschine in der folgenden 
Nahrlésung submers gezogen: K,HPO, 3,0 g; NaCl 0,5 g; MgSO, -7H,O 
0,025 g; NaNO, 1,5 ¢; FeSO,:7H,O 3 mg; Glucose 10 g; dest. Wasser 
1000 ml; px 7,1; Sterilisation 20 min/1 Atii. Die Glucose wurde getrennt 
sterilisiert. In 7 Tagen entstand so 1g Trockengewicht/300 ml Nahr- 
lésung. Die Organismen wuchsen in Form kleiner Kiigelchen (,,Pellets*) 
und bildeten Schaum und Hefegeruch; nach 7—8 Tagen trat die Auto- 
lyse ein. 

Heterotrophe Zellen wurden dreifach mit Phosphatpuffer (0,066 M, 
pu 7,2) gewaschen und nach Homogenisation mit Glasperlen in die 
Warburg-GefaBe gebracht. Begast wurde mit H,/O, bzw. N;/O,, wie 
iiblich jeweils 90:10; einige GefaBe erhielten 0,5 Vol-°/, CO, aus dem 
Carbonat-Bicarbonatpuffer. Die Ergebnisse sind in Tab.2 zusammen- 
gefaBt. 

Auch die heterotrophen Zellen besaBen eine schwache Hydrogenase- 
aktivitat von Anfang an (= Differenz der Gasaufnahme unter H,/O, und 
N,/O,). Doch war diese bedeutend geringer als die von autotroph ge- 
wachsenen Zellen. 
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Daher sollte im folgenden das Zellmaterial autotroph gewonnen 
werden. 10 L-Wittsche Tépfe wurden mit 300 ml-EM-Kolben beschickt, 
die je 100 ml Mineralnahrlésung enthielten und mit Watte oder Glas- 
bechern verschlossen waren. Gasatmosphire: H,—O,—CO, (90:8:2). 
Bei VergroBerung der Nahrlésungsoberflache (Anzucht in Petrischalen 
@ 20cm) konnte besonders in den ersten Tagen der Ertrag gesteigert 
werden. Die héchste Ausbeute wurde mit 31 Mineralnahrlésung in 
8 u-Fernbachkolben erzielt; durch die Offnung mit doppelt durch- 
bohrtem Stopfen konnte eine ausreichende, stetige Gasversorgung auch 
wahrend der Kulturzeit erfolgen. In 18 Tagen lieBen sich so 750 mg Zellen 
(Trockengewicht) mit hoher Hydrogenaseaktivitat gewinnen. 

Versuche, Noc. autotrophica 394 in Riihrkultur submers zu ziichten, 
wie es SCHLEGEL, KaLrwassER u. GorrscHaLK (1961) fiir Hydrogeno- 
monas spec. beschrieben, erbrachten keinen Zuwachs. Hier verhinderte 
offenbar die Bedeckung der Zellen mit Fliissigkeit die Vermehrung der 
stark an das Oberflichenleben angepaBten, fakultativ autotrophen 
Nocardien; ahnliche Beobachtungen wurden schon von Hrrsow (1958) 
bei Noc. petroleophila berichtet. 


Diskussion 

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist die H,-Chemolithotrophie 
auch unter den Actinomyceten weiter verbreitet. Von den 133 Test- 
stémmen vermochten mindestens 5 unter Knallgas/CO, gut zu wachsen ; 
Noc. saturnea 71 und 99 (fiir die schon in friiheren Arbeiten eine Energie- 
quelle gesucht worden war: Hrrscow u. Enert 1956; Hrrscu 1960), 
Noc. petroleophila 102 (unter CO isoliert!), Noc. [Strept.] autotrophica 394 
(Kodai-Stamm) und endlich Streptomyces spec. £418. Damit konnten die 
Beobachtungen von TaKamtya u. TUBAKI (1956) und Kanat u. Mitarb. 
(1960) in schéner Weise bestatigt und erweitert werden. Kanat zeigte als 
erster die Koppelung der Knallgasreaktion mit der CO,-Fixierung am 
gleichen Stamm. Doch waren seine physiologisch alteren Zellen weniger 
aktiv. Von Takamiya u. TUBAKI war bereits angedeutet worden, daB 
neben dem ,,Kodai-Stamm‘ auch noch andere autotrophe Stémme 
isoliert worden waren; diese waren aber nicht mehr untersucht worden. 

In der vorliegenden Arbeit wurden nur die aktivsten Stémme aus- 
gewahlt; eine Anzahl weiterer Organismen diirfte ebenfalls zu auto- 
trophem Wachstum befihigt sein: Mycobact. phlei 134 und Strepto- 
sporangium spec. 242, sowie einige andere mehr. Bei mindestens drei der 
oben genannten Actinomyceten liegt eine echte Chemolithotrophie vor, 
denn 1. vermégen sie H, zu aktivieren, 2. wird CO, in hohem MaBe in die 
Zellsubstanz eingebaut, gekoppelt mit einer Knallgasreaktion, und 3. ver- 
moégen sie auf Mineralnahrlésung unter Ausschlu8 organischer Verbin- 
dungen mit CO, als einziger C- Quelle zu wachsen. 
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Hinige interessante Gesichtspunkte erbrachten auch die Versuche mit 
Methylenblau. Es konnte als Elektronenacceptor wie Sauerstoff dienen, 
bewirkte aber eine héhere Gasaufnahme als der Sauerstoff. Offenbar 
arbeitet auch hier die Hydrogenase im UberschuB, und die Aktivitat der 
Sauerstoff-seitigen Enzyme dieses Systems bestimmt den H,-Umsatz 
(SCHLEGEL 1954). Aber wenn dabei ein Energiegewinn auftrat, so konnte 
dieser nicht mit endergonischen Reaktionen gekoppelt werden; mit 
Methylenblau wurde CO, nicht oder nur geringfiigig eingebaut. Hine 
sehr geringe Fixierung wurde allerdings beobachtet, aber sie 1aBt sich 
dadurch erklairen, daB Mbl und “CO, nahezu gleichzeitig, doch nach 
langerer Verarmung, den Zellen gegeben worden waren. Innercellulire 
Energiereserven mochten dann den geringen Einbau erméglicht haben. 

Methylenblau greift méglicherweise hemmend in den energieliefernden 
ProzeB ein; es hemmt bzw. unterbindet die Koppelung der CO,-Fixierung 
mit der H,-Oxydation. Entsprechende Beobachtungen wurden kiirzlich 
von SCHLEGEL u. Bartua (1961) auch an Hydrogenomonas spec. gemacht. 


Summary 

1. 133 strains of actinomycetes comprising 11 genera were tested for 
their ability to grow chemolithotrophically; 9 strains were stimulated 
by hydrogen on an organic medium under reduced partial pressure of 
O, (8°/o)- 

2. Even after repeated subculturing, a number of strains grew well 
on mineral medium with H, as the sole energy source and CO, as the only 
carbon source: Mycobact. phlei (1 strain), Noc. saturnea (2 strains), Noc. 
petroleophila (2 strains), Noc. [Strept.] autotrophica (1 strain), Strepto- 
myces spec. (1 strain) and Streptosporangium spec. (1 strain). 

3. Three strains more intensively investigated (Nocardia 99, 102 and 
394) should be regarded as facultative chemoautotrophs in view of their 
(1) ability to activate molecular hydrogen (methylene blue [,,MBL“] 
reduction), (2) catalyzing a Knallgas-reaction (oxyhydrogen reaction), 
(3) utilization of the energy gained from the Knallgas reaction to incor- 
porate CO, in a highly reduced state (Knallgas reaction linked to CO, 
fixation), and (4) ability to grow on mineral medium with H,—O,—CO, as 
the sole source of carbon and energy. 

4. The hydrogenase activity of the three strains was approximately 
equal; the Knallgas reaction took place only in living cells. 

5. Although the velocity of gas uptake was greater with MBL than 
with O, (—CO,!), in the presence of O, MBL retarded the gas uptake and 
inhibited CO, fixation. Resting cells in the presence of CO, showed 
increased velocity of Knallgas uptake, as compared with cells kept 
without CO,. In these experiments the average economical coefficient 
(uM H, oxidized/uM CO, fixed) was about 13. 
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6. Cells grown heterotrophically exhibited only a low hydrogenase 
activity; induced formation of hydrogenase was slow. Cells grown 
chemolithotrophically could be harvested after 18 days to give a 
yield of 750 mgs (cell dry weight) per 3 liter mineral medium with one of 
the culture methods described. 


Die Arbeiten wurden von der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstitzt. 
Herrn Prof. Dr. H. G. ScutecE danke ich fiir seine Anregungen und stetes Inter- 
esse an der Arbeit. Fraulein Errka Bernas sei fiir ihre verlaBliche, technische 
Assistenz gedankt. 
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Sammelbericht 


Aus dem Hygiene-Institut der Universitat Bonn, 
medizinisch-parasitologische Abteilung, Bonn-Venusberg 


Der mikrobielle Abbau von Kohlenwasserstoffen 


Von 
G. WOLFGANG FUHS 


(Eingegangen am 3. Februar 1961) 


Der mikrobielle Abbau von Kohlenwasserstoffen, besonders der 
Paraffine als chemisch weniger reaktionsfahiger Verbindungen, hat 
schon, seit langerer Zeit theoretisches Interesse beansprucht. Mit der 
Entwicklung der Erdélindustrie sind jedoch auch Fragen dkologischer 
Art hinzugekommen, die sowohl die erwiinschte Beseitigung als auch die 
unerwiinschte Veranderung von Kohlenwasserstoffen betreffen. 

Eine eingehende Diskussion iiber das erste der beiden Probleme gab 
den AnstoB zu einer Zusammenstellung der neueren Literatur. Wissen- 
schaftlich betrachtet kann den 6kologischen wie den angewandten Be- 
langen nur mit einer grundsatzlichen Behandlung des Themas gedient 
sein. Deshalb wurde versucht, die angefallenen Publikationen seit dem 
Erscheinen des ausfithrlichen Sammelreferats von BEERSTECHER (1954), 
die nur teilweise in einem Vortrag von Davis (1956b) und einer weniger 
bekannt gewordenen Arbeit in russischer Sprache (Sturm 19581) dar- 
gestellt sind, unter Beriicksichtigung auch der in slawischen Sprachen 
publizierten Ergebnisse kritisch abzuhandeln. 

Im Hinblick auf altere Arbeiten und auf die historische Entwicklung 
dieses Forschungsgebietes kann auf die Zusammenstellungen von 
BuSHNELL u. Haas (1941) sowie ZoBELL (1946, 1950) verwiesen werden. 
Spezielle Ausfiihrungen iiber den mikrobiellen Abbau aromatischer Ver- 
bindungen finden sich bei Evans (1956) und DaaiEy, Evans u. RrBBons 
(1960). Davis u. UppEGRArF (1954) behandeln die besonderen mikro- 
biologischen Probleme der Erdélindustrie. 

Ks ist ratsam, diese Zusammenfassung in zwei Teile zu gliedern. Im 
ersten physiologisch orientierten Abschnitt soll untersucht werden, 
welche Mikroorganismenarten Kohlenwasserstoffe angreifen, welche 
Kohlenwasserstoffe von ihnen angegriffen werden, und welche Abbau- 
wege beschritten werden. Der zweite, dkologische Teil behandelt die 
duBeren Bedingungen dieses Vorgangs, den Abbau von Rohprodukten 


? Russische Autorennamen werden moglichst in tschechischer Umschrift wieder- 
gegeben. 
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und den Abbau durch Mischkulturen und _natiirliche Lebensgemein- 
schaften. In einem einleitenden Kapitel sollen mikrobiologische Me- 
thoden behandelt werden, die fiir das Arbeiten mit Kohlenwasserstoffen 
entwickelt wurden. 


Die Methodik mikrobiologischer Versuche iiber den Abbau 
von Kohlenwasserstoffen 


Kohlenwasserstoffe als Kohlenstoff- und Energiequellen fiir Mikroorganismen 
erfordern Arbeitsmethoden, die ihren besonderen physikalischen Eigenschaften an- 
gepaBt sind, vor allem ihrer geringen Mischbarkeit mit Wasser und der Fliichtigkeit 
der niederen Homologen. 

Bei der Bereitung von Nahrmedien miissen die zu priifenden fliissigen und festen 
Kohlenwasserstoffe im allgemeinen fiir sich sterilisiert und dann dem Grundmedium 
zugesetzt werden. Die niedrig siedenden Verbindungen mégen oft auch ohne Vor- 
behandlung steril sein, vor allem, wenn sie keine Wassertropfen enthalten; man 
destilliert sie jedoch in jedem Falle vor dem Versuch in einen sterilen Kolben. Héher 
siedende Kohlenwasserstoffe k6nnen offen oder verschlossen erhitzt werden (Kvz- 
NECOVA et al. 1957); aus der Technik der Mikromanipulation ist jedoch bekannt, daB 
durch Erhitzen sterilisiertes Paraffiné] die Entwicklung mancher Mikroorganismen 
hemmt (Dz Fonsrune 1949). Naphthalin und Phenanthren kénnen in geeigneten 
Versuchsanordnungen sublimiert werden (Tausson 1927, 1928c). 

Kulturen mit gasférmigen oder leicht fliichtigen Kohlenwasserstoffen kénnen in 
geschlossenen Exsiccatoren, AnaerobengefaBen oder ahnlichem gehalten werden. 
Die Gasphase muB dann aus Sauerstoff oder Luft, den Kohlenwasserstoffdimpfen 
und einer gewissen Menge Kohlendioxyd bestehen (SGHNGEN 1913a,b und andere). 
Tauvsson (1929) muBbte im Falle des leicht fliichtigen, in Wasser verhaltnismaBig gut 
ldéslichen und in hoherer Konzentration schadlichen Benzols die Substratzufuhr da- 
durch einschrinken, daf der Kohlenwasserstoff die Gasphase nur nach Diffusion 
durch eine Wasserschicht erreichen konnte (Methode des Diffusionszuflusses). 
WIELAND et al. (1948) beschrieben eine beltiftete Apparatur zur Vermehrung Benzol 
abbauender Bakterien, in welcher die Nahrlésung mit Benzol gesattigt ist. 

Der Abbau der Kohlenwasserstoffe findet stets in der waBrigen Phase statt. Das 
gilt auch fiir Mycobakterien, die eine Tendenz haben, aus der waBrigen Phase in die 
Lipoidphase tiberzutreten (Mupp u. Mupp 1924, 1926; Rrxp u. Rick 1931; Haas 
u. BUSHNELL 1944). So sind in der Natur nicht die Kohlenwasserstoffe selbst 
besiedelt, sondern das Wasser, mit dem sie in Bertthrung kommen, so z.B. die 
Schichtwasser der Erdéllager (RYBAKOVA 1957), die Wasserstimpfe von Petroleum- 
tanks, eingeschlossene Wassertropfen usw. Je weniger wasserléslich ein Kohlen- 
wasserstoff ist, desto mehr mu8 sich der mikrobielle Angriff auf seine Grenzflache 
gegen Wasser lokalisieren. Die Oberfliche des Substrats kann so zum begrenzenden 
Faktor werden. In Versuchen kann man die Oberfliche vergréBern, indem man 6lige 
Substrate mit Mineralien wie gegliihtem Sand, Ton, Kieselgur, Silicagel, Asbest, 
Kalciumphosphat und ahnlichen Substanzen verknetet (SOHNGEN 1913c; ZOBELL 
1943, 1947a,b; ZoBELL, Grant u. Haas 1943; RirrenBerG u. ANDREOLI in Davis 
1956a; Harris 1957; Mutter 1957) oder mit Agar oder Traganth emulgiert (IsEN- 
BERG 1959). Raymonp u. Davis (1960) arbeiteten erfolgreich mit eiem sehr hoch- 
tourigen Riihrer. Paraffin kann in Spiinen zugegeben, in geschmolzenem Zustand im 
Kulturkolben verteilt (McCune 1955; Horrzmann u. BoucnarD 1948 u.v.a.), mit 
Agar emulgiert oder an Silicagel adsorbiert werden. Naphthalin und Phenanthren 
lassen sich durch Sublimation in feiner Schicht auf Agarplatten niederschlagen 
(Tausson 1927, 1928). 
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Die Herstellung diinnster Kautschukhiutchen beschreiben SOHNGEN u. Fou 
(1914), Spence u. VAN Nie (1936) sowie Katrvenxo (1938). Schiitteln der Kultur 
fordert den Abbau der Kohlenwasserstoffe durch Grenzflichenerneuerung erheblich. 


Will man in einem Wachstumsversuch feststellen, ob ein bestimmter Kohlen- 
wasserstoff durch Bakterien angegriffen wird, so mu man entweder sehr reine 
Priiparate verwenden, deren Herstellung meist sehr schwierig ist, oder nachweisen, 
daB ein gréBerer Anteil des Substrats verwertet wurde, als Beimengungen in ihm 
enthalten waren. Olefinische Beimengungen in Paraffinkohlenwasserstoffen kénnen 
zu Fehlresultaten fiihren (HAAG 1926; JANKE et al. 1948). Diese und sauerstoff- 
haltige Verunreinigungen lassen sich mit dem Infrarotspektrographen auffinden 
(Harris 1957). Reinste Priparate werden durch Synthese gewonnen. 

Besondere Anspriiche an die Reinheit der Priparate miissen gestellt werden, 
wenn untersucht werden soll, ob der Abbau der Kohlenwasserstoffe durch konsti- 
tutive oder adaptive Enzymsysteme erfolgt. Hierfiir geeignete Substanzen sind die 
Standardsubstanzen des American Petroleum Institute (API) mit Reinheitsgraden 
tiber 99,9 Mol-°/,. 

Kulturen von Mikroorganismen, welche Kohlenwasserstoffe oxydieren, werden 
allgemein durch Anreicherungskulturen mit einem fliissigen oder festen minerali- 
schen Medium gewonnen, denen der betreffende Kohlenwasserstoff als einzige 
Kohlenstoff- und Energiequelle zugegeben worden ist (SOHNGEN 1913; Tausz u. 
Prrer 1919;Tavusson 1927; BuSHNELLU. HAAS 1941 ; ImeLIK 1948a und andere). Das- 
selbe Medium verwendet man, wenn irgend méglich, auch zur Erzielung von Rein- 
kulturen (siehe hierzu Davis, Coase u. RaymMonp 1956). Zur Isolierung der Mikro- 
organismen kénnen Mikrokulturen im hingenden Tropfen angelegt werden (WEBLEY 
1953). Die Bildung von Bakterienhiuten bei Methanoxydanten und anderen For- 
men kann durch Zusatz von 0,02°/, Tween 80 verhindert werden (STRAWINSKI u. 
Tortoricn 1955). Mikroorganismen kénnen in einer Reihe von Fallen auf Fleisch- 
peptonmedien vorriitig gehalten werden. Ein Teil der Stiimme verliert dabei jedoch 
die Fahigkeit, Kohlenwasserstoffe anzugreifen, teilweise oder véllig (TRECOANT, 
Canonica u. Dr Grrotamo 1955; Lapp 1956b; Pomorcrva 1957; DworKIN u. 
Foster 1958, TeLearna u. Smrrnova 1959). 

Die Ausnutzung der Kohlenwasserstoffe durch Mikroorganismen kann auBer im 
Wachstumsversuch auch nach dem biochemischen Sauerstoff bedarf beurteilt werden 
(IssuRovA 1941; Grant u. ZOBELL 1944). 

Manometrische Versuche mit niedrig siedenden Kohlenwasserstoffen sind mit 
erheblichen Schwierigkeiten verbunden. Die Substrate iiben einen Dampfdruck aus 
und ergeben eine Adaptation der Zellen und eine Sauerstoffaufnahme, bevor sie aus 
dem Seitenarm in das Hauptgefif gegeben werden. AuBerdem kénnen sie sich im 
Hahnfett lésen und dadurch eine Druckerniedrigung vortiiuschen (JOHNSON et al. 
1942; SranteR 1947; THryssk u. VAN DER LINDEN 1958). Harris (1957) arbeitete 
mit Heptan und Octan im Warburg-Apparat bei 20°C. 


Die Methode der Enzymketten-Induktion oder Simultan-Adaptation von 
STANTER (1947, 1951), die bei der Aufkliirung des Abbauweges aromatischer Sub- 
stanzen durch Bakterien hervorragende Dienste leistete, wurde von THrsssE u. 
VAN DER LINDEN (1958) auch auf die Oxydation aliphatischer Verbindungen an- 
gewendet. Die Kriterien, die fiir die Existenz eines Abbauweges als beweisend an- 
gesehen werden kénnen, wurden von Evans (1956) zusammengestellt und diskutiert. 


Von den weiteren Anwendungen moderner physiologischer Methoden auf die 
mikrobielle Oxydation der Kohlenwasserstoffe sei die Untersuchung der Abbau- 
produkte deuterisierten Athans C,D, im Massenspektrometer hervorgehoben (Luap- 
BETTER u. FosTER 1960). Das Massenspektrometer eignet sich in Verbindung mit 
anderen Methoden auch zur Analyse der Zwischenprodukte beim Abbau der héheren 
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Paraffine (Strrwarr et al. 1959). Nesman et al. (1956) sowie LuKovnrKovu. FBKLI- 
sov (1955) beschrieben eine kinetische Methode mit markierten Substanzen zur 
Erforschung des chemischen Abbaus von Kohlenwasserstoffen. Die Hinlagerung des 
Sauerstoffisotops *O wurde von Stewart et al. (1959) und LuapBerrer u. Foster 
(1959b) verfolet. 

Die Gesamtbakterienzahl in erdélhaltigen Fliissigkeiten kann mit der Membran- 
filtermethode bestimmt werden, wenn man anschlieBend an die Filtration das Filter 
mit Chloroform wascht. Farbung mit Erythrosin und Zahlung unter dem Mikroskop 
werden ausgefiihrt wie tiblich (MESKov 1958). 

Hine elektive Darstellung der Kolonien von Methanoxydanten auf Membran- 
filtern gelingt nach RoMANENKO (1959) durch Inkubation der Filter auf Mineralagar 
mit NaH™CO, in einer Methan-Luft-Atmosphiire, anschlieBende Behandlung der 
Filter mit verdiinnter Salzsiure und Radioautographie. Die CO,-Aufnahme der 
Methanoxydanten im Vergleich zu derjenigen anderer Heterotrophen war so groB, 
dafZ nur die Kolonien der ersten abgebildet wurden. Davts (1959) versuchte, die 
Anzahl der Athanoxydanten durch Radiographie von Agarplatten festzustellen, die 
radioaktivem Athan ausgesetzt worden waren, aber offenbar mit geringerem 
Erfolg. 

SLAvNrINnA (1948) will Kohlenwasserstoffe oxydierende Bakterien vom Typ des 
Bacterium aliphaticum liquefaciens in Anreicherungskulturen durch eine lebhaft 
griine Fluorescenz im ultravioletten Licht erkennen. Ihre Versuche bestiitigen aber 
lediglich die Vermutung, dali Bact. aliphaticum liquefaciens Tausson ein fluores- 
cierender Angehoriger der Gattung Pseudomonas ist. In dieser Gruppe finden sich 
mehrere sehr aktive und weit verbreitete Kohlenwasserstoffoxydanten. 

Vorositova u. Dianova (1952) entwickelten einen einfachen und vielfaltig 
modifizierbaren Verdtinnungstest auf erdéloxydierende Bakterien in natiirlichen 
Gewiissern. Die Proben werden in Réohrchen mit mineralischem Medium gebracht, 
denen einige Tropfen sterilen Erdéls zugesetzt werden. 

Die Zusammenstellung geeigneter mineralischer Nahrmedien ist nicht schwierig. 
Einzelangaben finden sich weiter unten (S. 400). 


Physiologischer Teil 
I.Der Abbauder Kohlenwasserstoffeunteraeroben Bedingungen 
a) Die Oxydation aliphatischer und isocyclischer Kohlenwasserstoffe 
1. Die Oxydation des Methans 


Die Abtrennung der Methanoxydation bei der Betrachtung des mikrobiellen 
Abbaus von Kohlenwasserstoffen ist nicht nur dadurch gerechtfertigt, daB die am 
besten bekannten Methanoxydanten Spezialisten fiir dieses eine Substrat sind. 
Auch kann der Stoffwechsel des Methans als eines C,-Substrats auf einer Route er- 
folgen, die verhaltnismaBig isoliert vom tibrigen Stoffwechsel der endogenen Atmung 
und Assimilation verlauft. 

Von den Bakterien, die Methan oxydieren! ist Methanomonas methanica 
(Séhngen) Orla-Jensen 1909 am langsten und besten bekannt. Die von HaseMaNnNn 
(1927) isolierte Form ist wahrscheinlich mit dieser identisch. Ihre Variabilitat wurde 
von LEADBETTER u. Foster (1958b) untersucht. Methanomonas methanica kann 
auBer Methan nur Methanol als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle verwenden, 


1 Die Bezeichnung ,,Methanbakterien‘’ wird nach internationalem Sprach- 
gebrauch nur fiir die Erreger der Methangirung, also die Methan produzierenden 
Bakterien verwendet und sollte keinesfalls zur Bezeichnung der Methanoxydanten 
herangezogen werden, wie es vereinzelt geschieht. 
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oxydiert Methanol jedoch langsamer als Methan (DwWoRKIN u. FosTER 1956; Leap- 
BETTER u. Foster 1958b). Neben Methan kénnen gleichzeitig andere Substanzen 
wie Athan, Propan und Butan sowie Aminosduren und Glucose assimiliert und 
schlieBlich auch in Kohlendioxyd umgewandelt werden. M. methanica bendtigt 
keinerlei Ergiinzungsstoffe; als Stickstoffquellen kommen Nitrat und einige Amino- 
siuren in Frage, wihrend Ammoniumsalze weniger gut geeignet sind (DWORKIN u. 
FostEr 1956). Eine Reihe organischer Substanzen hemmt ihre Entwicklung. 

Eine Bilanz der Methanoxydation stellte erstmalig S6HNGEN (1906a) auf: In 
Standkulturen ergaben 132 cm* Methan und 238 cm® Sauerstoff 117,5 cem® Kohlen- 
dioxyd und 8 mg organischen Kohlenstoffs. Das bedeutet, dai die Oxydation 
gréBtenteils nach der Summenformel 


CH, + 20, = CO, + 2H,O (S6nnGEN 1910) 
verlauft. 11°/, des Methankohlenstoffs wurden assimiliert. Diese Verhiltnisse stellen 


aber offenbar nur einen Grenzfall dar; denn bei der Auswertung der vorliegenden 
Versuchsergebnisse auch anderer Autoren ergibt sich folgende Tabelle 1: 


Tabelle 1. Bilanz der Methanoxydation 
(Angaben in Mol) 


Rete verbradent nine haderhs CO,/Os Literatur 
1 1,8 0,89 0,11 0,495 SOHNGEN 1906a 
152 0,56 0,44 0,47 SOHNGEN 1906b 
1 0,66 0,44 0,56 0,66 SGHNGEN 1906b 
1 0,51 0,23 0,72 0,45 DworKIN u. FostEer 1956 
1 0,40 0,21 0,52 LEADBETTER u. FOSTER 
1958 b 
1 0,206 0,246 0,36 1,2 DostTaLEK 1954a 


Stellen wir die Summenformel der Methanoxydation nach dem Vorschlag von 
Baas-BrEcKING (1957) auf, so erhalten wir: 


CH, + 6 O, + (2 — 2b) H,O = CO, + (8 — 4b) H. 


Die Anderung der freien Energie unter Standardbedingungen errechnet sich aus 
dieser Gleichnng zu 


AF®° = 31,26 — 113,38 - b kcal. 


AF® wird negativ und die Reaktion exergonisch, wenn b gréBer ist als 0,276. Der 
obere Grenzwert fiir b ist 2, da eine Oxydation freien Wasserstoffs nicht stattfindet 
und infolgedessen der Koeffizient von H auf der rechten Seite der Gleichung nicht 
negativ werden kann. Da 6 gleichzeitig angibt, wieviel Sauerstoff je Mol Methan 
verbraucht wird, erhalten wir so Aufschluf iiber die energetisch méglichen Mengen- 
verhiltnisse der Aufnahme beider Gase. 

Die durch die Gleichung von SGHNGEN gekennzeichneten Verhiiltnisse (b = 2) 
gelten nur dann, wenn kein Wachstum stattfindet, also im idealen Falle der sog. 
,,Ruhezellsuspensionen‘‘. In allen anderen Fallen erhalt der Koeffizient von H einen 
positiven Wert. Das heift, dai entweder aktivierter Wasserstoff entsteht, den die 
Zellen fiir die Assimilation von Kohlendioxyd oder Nitrat verwenden kénnen, oder 
auch eine Assimilation von Zwischenprodukten statthat, die CO,-Bildung ist von 
Fall zu Fall entsprechend vermindert (vgl. Tab. 1) 
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Bei unserer Betrachtung an Hand der angegebenen Gleichung denken wir uns 
das organische Zellmaterial formal als aus Kohlendioxyd und aktiviertem Wasser- 
stoff (,,H“‘) synthetisiert. Fiir die Bildung von Kohlenhydraten (,,CH,O**) wiirden 
beide im Verhialtnis 1:4 verbraucht. Nitratreduktion und Synthese stirker reduzier- 
ter Speicherstoffe kénnten das Verhaltnis nach 1:6 verschieben. Wenn kein Kohlen- 
dioxyd tibrig bliebe, also der gesamte aus dem Methan stammende Koblenstoff 
assimiliert wiirde, erhielte dann in unserer Gleichung der Ausdruck (8 — 4b) den 
Wert 6 und 6 den niedrigsten Wert 0,5. In einigen Arbeiten (DworKIN u. Foster 
1956; DosTALEK 1954a; LeapBEerrER u. Foster 1958b, siehe Tab. 1) finden sich 
jedoch solche und niedrigere O,/CH,-Verhiltnisse bei gleichzeitiger Freisetzung von 
Kohlendioxyd. Wegen eines offensichtlichen Uberschusses an Wasserstoff sind diese 
Angaben nicht ohne weiteres zu verstehen. 


Die vorlaufigen Mitteilungen von SrrRawrskI u. STONE (1957) sowie BRown 
u. STRAWINSEI (1957, 1958) beziehen sich offenbar auf ein mit Methanomonas 
methanica nahe verwandtes Bakterium, das in der letzten Arbeit als Methanomonas 
methanooxydans bezeichnet wird. Das Verhaltnis O,/CH, betragt in wachsenden 
Kulturen 1,1, in Ruhezellsuspensionen 1,9 und liegt damit im Bereich der oben an- 
gegebenen bzw. geforderten Werte. 


Uber den Mechanismus der Methanoxydation bei M. methanica und verwandter 
Formen ist folgendes bekannt: Der erste Reaktionsschritt ist noch nicht véllig klar. 
Die von SLAvNiInA (1947) in Methan oxydierenden Bakterien nachgewiesene Peroxy- 
dase kénnte hier, aber auch an spiterer Stelle eingreifen (siehe unten). LEADBETTER 
u. Foster (1959b) fanden in Anwesenheit von 180, eine starkere Anreicherung dieses 
Isotops in Kulturen mit Methan als in Kulturen mit anderen organischen Substra- 
ten. Dieser Effekt ist jedoch nur kurzzeitig bemerkbar und nicht sehr deutlich, was 
damit erklirt werden kénnte, daB im AnschluB an die Hinlagerung von 180, die 
weiteren Oxydationsschritte durch Dehydrogenierung und Wasseranlagerung vor 
sich gehen und dadurch das 180 in den Zellen verdiinnt und mit dem 1*O des Wassers 
ausgetauscht wird. 

Bei MW. methanooxydans fihrt der Weg des Methankohlenstoffs titber Methanol, 
Formaldehyd und Formiat zum Kohlendioxyd. Methanol wurde mit Jodacetat als 
Hemmstoff und Formaldehyd in Anwesenheit von Sulfit angereichert (BROWN u. 
STRAWINSEL 1957, 1958). 

Nach Harrineaton u. Katxio (1960) wird bei einem zu M. methanica gerech- 
neten Stamm das Methanol nicht durch eine Alkoholdehydrogenase sondern durch 
eine Peroxydase nach dem Schema 


CH,OH 72° HCHO + 2H,0 


umgesetzt. Das entstehende Formaldehyd dagegen wird durch ein DPN- und 
glutathionabhingiges Ferment zu Formiat dehydrogeniert. 

Tn einer Reihe von Lehrbiichern (FROoBISHER 1953; Lamanna u. MALLETTE 1953; 
THIMANN 1955) sowie SOROKIN (1956) u.a. werden die Methanoxydanten als chemo- 
autotroph bezeichnet. Da sie jedoch ein kohlenstoffhaltiges Substrat veratmen, wire 
in diesem Falle zu fordern, daB keins der Zwischenprodukte der Methanoxydation 
assimiliert werden kann. WM. methanica vermag Kohlendioxyd aus der Umgebung 
aufzunehmen und bendtigt 0,3°/, CO, in der Atmosphire zum Anwachsen (DWORKIN 
u. Fostmr 1956). Das bereits erwahnte Isolierungsverfahren fiir Methanoxydanten 
von RoMANENKO (1959) basiert auf der intensiven CO,-Aufnahme dieser Bakterien. 
LEADBETTER u. Fostur (1958a,b) fanden jedoch keine stirkere 4CO,-Aufnahme als 
bei authentischen Heterotrophen und im 24 Std-Experiment eine wesentlich gerin- 
gere spezifische Radioaktivitiit im Zellkohlenstoff als im CO,-Kohlenstoff und 
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Donate 1930 und Stavnrya 1948). — 7? Hexan, Heptan und Octan nur nach Vorkultur auf Dodecan, 
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bewegliches, gramnegatives, nicht Sporen bildendes Stabchen mit orangefarbenem Pigment. Stamm 4: 
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bildet gelbe Kolonien. ,,Ahnlich Bact. turcosum (FRANKE u. Ruptorr 19427?)**. Vielleicht auch Pseudomonas 
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Tabelle 2: 


n-Paraffine n-Paraffine 


Ben- 


Organismus min 


C,| Cz | Cs | Ca] Cs | Ce | Cz! Ce 


Actinomyces spp.** 
Micromonospora spp. Ls 


Cy Cio Cy Cie Cis Cr6 


Candida lipolytica 

Candida lipolytica 

Candida tropicalis, Torulopsis colliculosa 

Monilia sp., Endomyces sp., Debaryomyces 
sp. 

Hansenula sp., Torula rossa 

Acremonium sp. + + 

Aspergillus versicolor 


— 


Penicillium sp. 
ahnl. Aspergillus flavus 


Aspergillus sp., Penicillium sp. 
Citromyces sp., Scopulariopsis sp. 


22 A. chromogenes, A. albus, A. bovis, A. ,,Trautwein, A. ,,Eppinger“’ (vermutlich Nocardia asteroi-' 


schlieBen daraus auf eine Assimilation von CH,-Kohlenstoff. Das setzt jedoch vor- 
aus, daf} aus Methankohlenstoff entstandenes Kohlendioxyd auf seinem Wege zu 
einer anderen Kohlendioxyd verbrauchenden Reaktion frei mit dem AuBenkohlen- 
dioxyd ausgetauscht werden kann. 

Die bisher vorgetragenen Ergebnisse beziehen sich auf den Formenkreis von 
Methanomonas methanica. Es gibt jedoch noch weitere Beschreibungen Methan 
oxydierender Bakterien. NeCAnva (1949) isolierte Mycobacterium methanicum und 
Mycobacterium flavum var. methanicum aus einer Kliranlage. Beide sollen auBer 
Methan auch Athan und Propan oxydieren kénnen, erstgenannte Form wichst auch 
auf n-Heptan, beide wachsen auBerdem auf Fleischpeptonagar. 

Das Bacterium methanicum von Minz (1915) iihnelt Methanomonas methanica. 
Es verwendet auch Alkohole, Salze organischer Séuren und Kohlenhydrate als 
einzige Kohlenstoff- und Energiequellen. Das unvollkommen beschriebene ,,Methan- 
bakterium* von Tavsz u. Donarn (1930) schlieBlich soll die hdheren Kohlenwasser- 
stoffe bis einschlieBlich Hexan, auBerdem Paraffindl und molekularen Wasserstoff 
angreifen kénnen, auch auf gewohnlichen Nahrbéden wurde es geziichtet. ZOBELL 
(1950) bezweifelt, daB es sich hier um eine Reinkultur gehandelt hat. 

Fiir die von StRAwrskI u. TORTORICH ( 1955) isolierten Methanoxydanten von 
Olfeldern, die nach der vorliufigen Mitteilung auch auf Athan und Propan wachsen 
konnten, waren genauere Beschreibungen nicht zu ermitteln. Hurron u. ZOBELL 
(1952, 1953) isolierten eine Reihe von Stiimmen aus Meeresschlamm von (lfeldern 
und anderen Biotopen, deren genauere Beschreibung in Aussicht gestellt wurde. 
Diese Formen besaBen wie M. methanica in jungen Kulturen eine polare GeiBel und 
wuchsen aufBer auf Methan auch auf Athan, Propan und Butan, nicht aber auf 
anderen Substraten. Stickstoff konnte in Form von Nitrat, Ammonium und organi- 
schen Verbindungen aufgenommen werden. Aus Ammonium wurde in mehreren 


Fallen Nitrit gebildet, wobei die Anwesenheit der bekannten Nitrifikanten durch 
Kontrollversuche ausgeschlossen worden war. 


2. Die Oxydation der héheren Paraffinkohlenwasserstoffe 


Die mikrobielle Oxydation der héheren Paraffine, die am terminalen Kohlenstoff- 
atom erfolgt, fiihrt zur Bildung héherer Fettsiiuren, also weit verbreiteten und wich- 
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des). ** Paraffingatsch — *4 A. asteroides, A. farcinica, A. gypsoides und 14 andere Arten. 


tigen Bestandteilen des heterotrophen Stoffwechsels, und im Falle der 6-Oxydation 
der Fettsauren zu aktiver Essigsiure und Propionsiure, deren weitere Umsetzungen 
mannigfaltig sein und zu synthetischen und Atmungsprozessen leiten kénnen. Die 
Mikroorganismen, welche diese Kohlenwasserstoffe oxydieren, kénnten demnach 
eine im tibrigen physiologisch heterogene Gruppe darstellen, die nur die Fahigkeit 
des ersten Stoffwechselschrittes beim Abbau der Kohlenwasserstoffe gemeinsam 
haben. Diese erste Reaktion mu8 daher unser besonderes Interesse beanspruchen. 
Ihre Produkte haben wir dann auf ihrem weiteren Wege so lange zu verfolgen, bis 
sie in bekannte Bahnen des Stoffwechsels gelangen. 

Die Mikroorganismen, welche gesittigte und olefinische Kohlenwasserstoffe 
oxydieren, sind in Tab.2 zusammengestellt. Sie enthalt auch unvollstandig be- 
schriebene Arten, die nach Méglichkeit in der Nahe wohl verwandter Formen ein- 
geordnet wurden. Hinige wiederholt in der Literatur zitierte aber allzu unsichere 
Angaben sind nicht ttbernommen, andere miissen mit Skepsis betrachtet werden, so 
z.B. das ,,Methanbakterium‘‘ von Tausz u. Donarx (1930) und das Bacteriwm 
hexacarbovorum von STORMER (1907). Organismen mit ahnlich grof{em Substrat- 
spektrum wurden bisher nicht wieder isoliert, so da®B der Verdacht besteht, daf es 
sich nicht um Reinkulturen gehandelt hat. 

Organismen, die Aliphate oxydieren, gibt es in folgenden systematischen 
Gruppen: Pseudomonaden, eine Gruppe sporenloser gramnegativer peritrich oder 
nicht begeiBelter Stabchen und Kokken, einige grampositive Kokken, Bacillen vom 
Sporulationstyp des Bacillus subtilis, aber mit gréferem Zelldurchmesser, Coryne- 
bakterien, Mycobakterien, Nocardien, Actinomyces- und Micromonospora-Arten. 
sowie verschiedene Hefen und Schimmelpilze. 


Tab.2 zeigt deutlich genug, da8 man sich vorliufig jeder Verallgemeinerung hin- 
sichtlich der Substratspezialisierung gewisser Gruppen enthalten sollte. Zudem 
wechselt bei den bekannten Gruppen das Substratspektrum oft von Art zu Art und 
bei genauer bekannten Arten von Stamm zu Stamm (Pseudomonas aeruginosa: 
KONOVALTSCHIKOFF-MAZOYER u. SENEZ 1956). 

Der Mechanismus des Paraffinabbaus besteht nach Meinung der alteren Autoren 
bis Tauszu. Donat (1930) sowie JANKE (1948) zuniachst in einer Dehydrogenierung 
zum Olefinkohlenwasserstoff mit anschlieBender Wasseranlagerung. Haac (1926) 
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glaubte an eine chemische Dehydrogenierung von Paraffinwachs und anschlieBende 
bakterielle Verarbeitung der entstandenen ungesittigten Verbindungen. Diese Ver- 
mutungen sind gegriindet auf Jodzahlinderungen, die beim Abbau von Paraffinen 
vielfach beobachtet wurden. 

Inzwischen mehren sich jedoch die Anzeichen dafiir, das wie bei der chemischen 
Oxydation zuerst freier Sauerstoff in das Paraffinmolekiil eintritt. ImELrK (1948 c) 
fand, da® Pseudomonas aeruginosa auf Cyclohexan als erstes Intermediarprodukt ein 
Peroxyd bildet, das sich voriibergehend in solch hohen Konzentrationen anreichert, 
da® die Zellvermehrung gestoppt wird. Als weitere Zwischenprodukte fanden sich 
Valerian- und Ameisensiure, Formaldehyd und, in Anwesenheit von Sulfit auch 
Cyclohexanol. Cyclohexanol wurde ebenfalls abgebaut und ergab dieselben Produkte, 
auBerdem etwas Adipinsiiure. Cyclohexanon wurde nicht genutzt. Das vorgeschla- 
gene Abbauschema sieht folgendermafen aus: 


+00 Xoo 7 Kon t 20+ 


/| C,H,-COOH (Valeriansiure) + HCOOH 
\, C,H,-(COOH), (Adipinsaure) 


STEWART u. Katto (1959) fanden bei einer kokkeniihnlichen Form, die Paraffine 
von Decan bis Octadecan oxydiert, raschen Abbau von 1-Decylhydroperoxyd und 
die Hemmung des Hexadecanababus durch Substanzen, die Peroxyde zerstéren. 
Auch Lapp (1956b) diskutiert das Auftreten von Hydroperoxyden und vielleicht 
Radikalen als ersten Stufen der Paraffinoxydation. Epoxyde als Zwischenprodukte 
sind wenig wahrscheinlich (WAWZONEK et al. 1960). 

LEADBETTER u. FostEr (1960) und Luxrys (unpubliziert, zitiert nach LEap- 
BETTER u. Foster 1960) benutzten Deuteroiithan bzw. Propan und schweres 
Wasser und konnten zeigen, da die Oxydation von Athan und Propan durch 
Methanomonas methanica nicht iiber Athylen bzw. Propylen fiihrt. In einigen weite- 
ren Fallen werden die abbaubaren Paraffinen entsprechenden 1,2-Olefine nicht 
angegriffen (Tab.2, siehe auch TuryssE u. VAN DER LinprEN 1958). Nach Tavsz u. 
Donatu (1930) gelingt die Ubertragung von Substratwasserstoff auf Methylenblau 
im Thunberg-Versuch zwar mit den Zwischenprodukten des Kohlenwasserstoff- 
abbaus, nicht aber mit den Kohlenwasserstoffen selbst. AZOULAY u. SENEZ (1958) 
bestiatigen dieses Ergebnis mit Methylenblau und Benzylviologen als Wasserstoff- 
acceptoren. AuBerdem arbeiteten sie erstmalig erfolgreich mit dem Acetontrocken- 
pulver eines adaptierten Psewdomonas-aeruginosa-Stammes und fanden, daB dieses 
in Anwesenheit eines Kohlenwasserstoffes Pyocyanin entfirbt. Dabei bildet sich aus 
Pyocyanin ein fluorescierendes Produkt und nicht die Leukoverbindung, die man 
durch Wasserstoffiibertragung auf diesen Farbstoff erhalt. (Nach AzouLay u. SENEZ 
1960 kann Diphosphopyridinnucleotid durch Heptan in Anwesenheit des Bakterien- 
extraktes reduziert werden. Genauere Angaben iiber diese Erscheinung, die fiir eine 
Dehydrogenierung des Kohlenwasserstoffs sprechen soll, werden in Aussicht 
gestellt.) 

Wir wollen schon hier darauf hinweisen, daf Pseudomonaden, die zur Paraffin- 
oxydation und zur Denitrifikation befahigt sind, fiir die Paraffinoxydation trotzdem 
freien Sauerstoff benétigen (HANSEN u. Kaniro 1957). 

Aus den Hydroperoxyden als ersten Zwischenprodukten des mikrobiellen 
Kohlenwasserstoffabbaus entstehen als nichste faBbare Zwischenstufe primiire 
Alkohole. Das wird zunichst dadurch wahrscheinlich gemacht, daB einige Organis- 
men intermediar Ester (Wachse) bilden, die dann weiter oxydiert werden. Diese von 
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SOHNGEN (1913) und Tausson (1925, 1928b) zuerst erwahnte Erscheinung wurde 
von Stewart et al. (1959a,b) bestitigt und genauer untersucht. Dieser Effekt tritt 
demnach auf bei Mycobakterien, Aspergillus und gramnegativen Kokken. Die letzt- 
genannten bilden aus Hexadecan (Cetan) Cetylpalmitat, das aus Hexadecylalkohol 
(Cetylalkohol) und Palmitinsiiure entstanden sein mu8. Aus Palmitinsaure als ein- 
ziger Kohlenstoffquelle wird dieses Wachs nur in sehr geringen Mengen gebildet. 


THIJSSE u.VAN DER LINDEN (1958) sowie AzouLAYu. SENnz (1960) konnten die 
Technik der Enzymketten-Induktion bei einer Pseudomonas aeruginosa nahestehen- 
den Form mit Erfolg anwenden und machten einen Abbau des n-Hexans bzw. 
n-Oktans iiber primaren Alkohol, Aldehyd und Fettsiure wahrscheinlich. Pomor- 
CEVA (1957) sowie LEADBETTER u. Foster (1959a,b, 1960) fanden ebenfalls 
Aldehyde. 

Die am langsten bekannten Zwischenprodukte sind die Monocarbonsiuren. Sie 
verraten ihre Anwesenheit schon vielfach dadurch, da8 die Kohlenwasserstoffe in 
den Kulturen nach einiger Zeit emulgiert werden (Tausson u. Saprro 1934; 
WACKENHUT 1936; Tausson 1939; Haas, YANTzI u. BUSHNELL 1941). Isoliert wur- 
den Fettsiiuren verschiedener Kettenlinge und andere von Srurm u. OrLova (1937), 
ImeurK (1948c), TrEccanr u. Canontca (1953), SENEZ u. KoNOVALTSCHIKOFF- 
Mazoyer (1956), WEBLEY, Durr u. Farmer (1956), Pomorcrva (1957) sowie LEap- 
BETTER u. FostTER (1959 a,b). Diese Carbonsauren werden nicht nur, wie weiter unten 
beschrieben, abgebaut, sondern auch bisweilen zu Siuren mit lingeren Kohlenstoff- 
ketten umgebaut. So entsteht nach Srmwarr u. Kaxxio (1959) bei einem gram- 
negativen Coccus aus Tetradecan Tetradecylpalmitat als Zwischenprodukt. Wegen 
der Lipoidbildung aus Alkanen muB auch auf die Arbeiten von Katiio u. 
Harrineton (1960) und Raymonp u. Davis (1960) hingewiesen werden. 


Die w-Oxydation der Carbonsauren zur Dicarbonsauren ist unwahrscheinlich, da 
diese Sauren nur sehr langsam oxydiert werden (TRECOANI, CANONICA u. DE GIRO- 
LAMO 1956; THIJSSE u. VAN DER LinDEN 1958). Die Entstehung von Bernsteinsiure 
(SENEZ u. KONOVALTSCHIKOFF-MazovER 1956) ist zwanglos auf sekundare Prozesse 
zurickzufiihren. 

In einigen Fallen zeigen sich Abweichungen vom oben angegebenen Schema. 
Nach LeaDBETTER u. Foster (1960) bildet Methanomonas methanica, ein Bakterium, 
das, wie erwihnt, neben Methan gleichzeitig hohere Kohlenwasserstoffe teilweise 
oxydieren und assimilieren kann, aus Athan zwar Acetyldehyd und Acetat, aus 
Propan jedoch Aceton und Propionsaure und aus Butan Butanon und Buttersiure. 
Aus Aceton kann nicht Propionsiure gebildet werden. KLAUSMEIER et al. (1958) 
isolierten durch Anreicherung mit Propan ein Mycobacterium, das nicht Propion- 
saure, wohl aber sehr leicht Isopropanol oxydiert. Bei Harris (1957) wurden pri- 
mire Alkohole mit einer Ausnahme nur sehr langsam aufgenommen, 2-Ketone oder 
1,2-Octen iiberhaupt nicht. Leichte Oxydierbarkeit von 2-Ketonen geben an Lapp 
(1956b) sowie Hopkins u. CHIBNALL (1932). 

Der weitere Abbau der intermediir entstandenen Fettsauren fiihrt im Atmungs- 
stoffwechsel zu Kohlendioxyd und Wasser als Endprodukten. Wird den Zellen 
Glucose und Kohlenwasserstoff gleichzeitig geboten, so ist die maximale Oxydations- 
rate der Mischung kleiner als die Summe der Oxydationsraten der Einzelkomponen- 
ten (JOHNSON, GoopDALE u. TURKEVICH 1942; WmBLEY u. Dw Kook 1952). Das 
zeigt, daB die Kohlenwasserstoffoxydation in dieselben Stoffwechselbahnen ein- 
miindet wie die anderer Substrate. Die Beteiligung von Cytochromen wurde mehr- 
fach festgestellt (ScHUMAN, FARRELL u. STONE 1943). 

Meistdiskutierter Abbauweg fiir die intermediir entstandenen Fettsaduren ist die 


f-Oxydation. Das Bediirfnis an Coenzym A fiir den Vorgang spricht fiir diese An- 
nahme (ANDREOLI u. RITTENBERG 1957). TRECCANI, CANONICA u. DE GIROLAMO 
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(1955) fanden bei der Adaptation mehrerer Arten an Kohlenwasserstoffe oder Fett- 
siiuren mit ungerader Anzahl von Kohlenstoffatomen gleich guten Abbau von Sub- 
straten mit gerader und ungerader Anzahl von Kohlenstoffatomen. Nach Adapta- 
tion an Verbindungen mit gerader Anzahl von Kohlenstoffatomen wurden solche 
mit ungerader Anzahl weniger gut aufgenommen. Acetat wird immer sofort oxy- 
diert. Wahrend diese Autoren einen adaptiven Mechanismus vermuteten, der Ver- 
bindungen mit ungerader Anzahl von Kohlenstoffatomen durch Abbruch eines 
©,-Restes in solche mit einer geraden Anzahl umwandelt, rechnen THIJSSE u. VAN 
pER LINDEN (1958), die diese Versuche mit Pseudomonas aeruginosa erfolgreich 
wiederholen konnten, mit dem wesentlich wahrscheinlicheren Weg einer f-Oxy- 
dation der Fettsiiuren mit geradzahliger Kohlenstoffkette zu Acetat bzw. Acetyl- 
Coenzym A und derjenigen mit ungerader Anzahl von Kohlenstoffatomen zu 
Propionat bzw. Propionyl-Coenzym A. Zellen, die auf Hexan oder auf Athanol ge- 
wachsen sind, vermégen n-Propanol und Propionat zwar langsam, aber ohne 
Adaptation aufzunehmen, schneller jedoch nach Vorkultur auf Heptan. Die weitere 
Verarbeitung des Propionats kénnte auf bekannten Wegen erfolgen (vgl. u.a. 
Martin u. Barr 1957; FLAvIN u. OcHoA 1957; Clayton, DETTMER u. ROBERTSON 
1957; VaGELos u. Earn 1959; Vagetos 1960). Die Kapazitit des Propionat ver- 
arbeitenden Systems wird um so weniger beansprucht, je linger die Kohlenstoff- 
kette des Substrats ist. Das Angebot an Coenzym A und die Kapazitiat des Terminal - 
oxydasesystems wird die Oxydationsrate begrenzen (THIJSSE u. VAN DER LINDEN 
1958). WesLEy, Durr u. Farmer (1956) fanden bei zwei Nocardien Abbau von 
1-Phenyldecan, 1-Phenyldodecan und 1-Phenyloctadecan zu Phenylessigsiiure und 
von 3-Phenyleicosan zu Phenylithylessigsiure. 2-(%-Naphthyl)-hendecan wurde 
zu 2-(%-Naphthyl)-propionsiaure. 

AZOULAY u. SENEZ (1960) verhinderten eine sekundire Adaptation der Zellen 
mit Chloramphenicol und fanden die Zellen entweder fiir Fettsiuren mit gerader 
oder mit ungerader Anzahl von C-Atomen adaptiert. Die Oxydation von Butyrat, 
Propionat und Acetat bendtigt keine Adaptation. Auf Octan gewachsene Ruhezellen 


sind nicht in der Lage, sich an héhere Kohlenwasserstoffe wie Hexadecan zu adap- 
tieren. 


Pomorceva (1957) fand beim Abbau von Heptan durch Psm. aeruginosa 
Ameisensiiure, die in Kulturen mit Octan nie auftrat. Chromatographie auf Silikagel 
zeigte im Falle des Heptans Ameisen-, Essig-, Propionsiiure und héhere Fettsiuren, 
die nicht mehr getrennt werden konnten, im Falle der Octanoxydation dieselben mit 
Ausnahme der Ameisensiure. 


Uber die physiologischen Bedingungen der Paraffinoxydation gibt es unter 
anderem folgende Daten: Die Oxydation des Paraffins zum primiren Alkohol durch 
Corynebacterium spec. wird durch K+, NH,* und Rb* stimuliert (Lapp 1956a). Der 
Nonanabbau wird gehemmt durch Cyanid und Urethan (JoHNsoN et al. 1942). 
Nach Scuuman et al. (1943) ist die Cetanoxydation hemmbar durch 1 mM Cyanid, 
0,5mM Acid, 0,5 M Urethan, 0,02 M Natriumfluorid und 0,01 M Jodessigsiure. 
Auch die Methanoxydation ist empfindlich gegen Acid (SoRoKIN 1953). Die Oxyda- 
tion von Decan wird nicht durch Malonat gehemmt, wohl durch Fluoroacetat, 


Cyanid, Jodacetat und Quecksilberchlorid, aber nicht durch Jodacetat + Cyanid 
(Lapp 1956b). 


Bei einer Reihe von Kohlenwasserstoffe oxydierenden Mycobakterien wurde 
Hydrogenase gefunden (Lukrys u. FosrEer 1959) 


Die Bildung von Carotinoiden aus Kohlenwasserstoffen durch Coryne- und 


Mycobakterien wurde durch Haas, YANTZIU. BUSHNELL (1941) sowie Haas u. BusH- 
NELL (1944) untersucht. 


Der mikrobielle Abbau von Kohlenwasserstoffen 389 


Die Enzymsysteme, die Kohlenwasserstoffe oxydieren, galten lange als konsti- 
tutiv. RITTENBERG u. ANDREOLT (in Davis 1956) fanden sofortige Sauerstoff- 
aufnahme mit Bakterien und zellfreien Extrakten nur, wenn Tetradecan-Handels- 
ware (etwa 98 Mol-°/,, Rest Olefine und sauerstoffhaltige Verunreinigungen) ver- 
wendet wurde. Reines Tetradecan (99,93 Mol-°/,) dagegen ergab typisch adaptives 
Verhalten. THIJssE u. VAN DER LINDEN (1958) benutzten, wie bereits referiert, das 
Verfahren der Enzymketten-Induktion, das ein adaptives Verhalten der Enzyme 
voraussetzt. Wie erwahnt, sind auch die Enzyme fiir die Oxydation der héheren 
Fettsiuren adaptiv. Harris (1957) fand, ohne in seiner Arbeit ausdriicklich darauf 
einzugehen, offenbar keine lag-Phase bei der Oxydation von Kohlenwasserstoffen, 
die sich bei der Untersuchung im Infrarotspektrographen als frei von oxydierten 
Zwischenprodukten erwiesen hatten. Es bliebe demnach ein Gehalt an Olefinen als 
modgliche Ursache der sofortigen Sauerstoffaufnahme. Nach DworxKry u. Foster 
(1958) ist die Athanoxydation durch Mycobakterien als konstitutive Eigenschaft 
anzusehen. Zum Mechanismus der Adaptation vgl. a. Hrypeman (1960) und 
Proctor (1960). 


Uber die relative Geschwindigkeit der Oxydation verschiedener Kohlenwasser- 
stoffe gibt es mannigfache Angaben und Verallgemeinerungen. Verschiedene Lés- 
lichkeit und verschiedene Oberflachenentwicklung der Substrate ergeben so ver- 
schiedene Voraussetzungen, daB wir uns hier ebenso wie Sturm (1958) jeder Ver- 
allgemeinerung enthalten wollen, was SchluBfolgerungen iiber die Aktivitit des 
Abbaumechanismus selbst betrifft. Erwahnenswert ist aber, daB die raumliche 
Konfiguration der Kohlenwasserstoffe sich so auswirken kann, dafi z.B. n-Decan, 
dessen Molekiil durch van der Waalssche Krafte so eingefaltet ist, dai keine 
Methylgruppen vorragen, unter den gleichen Versuchsbedingungen merklich lang- 
samer abgebaut wird als Nonan und Undecan, die dem Decan hinsichtlich ihrer 
physikalischen Higenschaften beiderseits benachbart sind, aber nicht eine ahnlich 
geschlossene Molekilkonfiguration besitzen konnen (Harris 1957). Kompliziertere 
Verhialtnisse findet Lapp (1956b). Vorsichtige SchluSfolgerungen iiber die Ge- 
schwindigkeit des Kohlenwasserstoffabbaus unter nattrlichen Verhaltnissen, also 
ohne Beriicksichtigung der Léslichkeit usw., finden sich im 6kologischen Teil weiter 
unten. Ein anschauliches Bild von der gro8en Menge organischer Substanz, die 
bei der bakteriellen Oxydation von Alkanen gebildet werden kann, gibt die Arbeit 
von Raymonp u. Davis (1960). 


3. Isokohlenwasserstoffe 


Nach verschiedenen Literaturangaben, die in Tab. 2 vermerkt sind, werden auch 
Kohlenwasserstoffe mit verzweigter Kette durch verschiedene Mikroorganismen 
oxydiert. KoNOVALTSCHIKOFF-MazoyER u. SeNnnz (1956) fanden bei Formen, die 
Kohlenwasserstoffe mit unverzweigter Kette gut aufnehmen, eine von Stamm zu 
Stamm verschieden ausgepragte Fahigkeit, Isokohlenwasserstoffe anzugreifen. 
Isooctan (2,2,4-Trimethylpentan) wurde von keinem der Staémme verwertet. 
Pseudomonas aeruginosa Stamm 473 von THIJssE u. ZWILLING DE VRins (1959) 
oxydiert keine Isokohlenwasserstoffe auBer Methylderivaten mit ausreichend langer 
unsubstituierter Kohlenstoffkette. Stamm 475 oxydiert dariiberhinaus 3-Athyl- 
tetradecan. Mit Isooctan waren aus dem Amsterdamer IJ-Hafen keinerlei Bakterien- 
stimme zu isolieren. (ZOBELL, GRANT u. Haas (1943) hatten seinerzeit in Rohkul- 
turen aus Meeresschlamm einen erhéhten biochemischen Sauerstoffbedarf nach Zu- 
gabe von Isooctan beobachtet.) 

Anscheinend ist nicht nur fiir jede den Bakterien dargebotene Kohlenwasserstoft- 
struktur eine gesonderte Adaptation notwendig, sondern im Falle der Isoparaffine 
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auch zusiatzliche Mechanismen. Schwierigkeiten beim Abbau verzweigter Kohlen- 
stoffketten bestehen offenbar bei vielen Organismen. 


4. Olefine 


Olefinische Kohlenwasserstoffe werden vielfach mit Leichtigkeit durch Bakterien 
oxydiert. Die nicht sehr zahlreichen Angaben sind in Tab. 2 vermerkt. Wie Tausson 
u. Saprro (1934) sowie JANKE (1948) bemerkten, sinkt bei der Oxydation ungereinig- 
ter Kohlenwasserstoffe zunichst die Jodzahl, was darauf hinweist, dai ungesattigte 
Verbindungen schneller oder nach einer kiirzeren Adaptationszeit angegriffen 
werden. Penten-1 und Hexen-1 werden von den verschiedenen Hexenen und Pen- 
tenen am schnellsten abgebaut (STRAWINSKI 1943; THIJsSE u. VAN DER LINDEN 
1958). Jonson et al. (1942) isolierten einen Stamm des Bacterium aliphaticum, der 
Pentan, aber nicht 1-Penten oxydiert. 

Uber den Mechanismus des Olefinabbaus gibt es nur wenige Hinweise: Candida 
lipolytica oxydiert Hexadecen-1 zum 1,2-Diol, das in einer Ausbeute von 5°/, erhal- 
ten werden konnte (BRuyN 1954). Gewisse gramnegative Coccen hingegen 
attackieren Hexadecen-1 und Octadecen-1 vom gesittigten Ende des Molekiils 
her, wie aus der Struktur intermediar gebildeter Ester geschlossen werden kann 
(Stewart et al. 1960). 


5. Acetylene 


Brrou-HirscHFaLp (1932) konnte in einer Atmosphire mit 10°/, Acetylen aus 
Boden einen Stamm von Mycobacterium lacticola isolieren. In der Nahrlésung lieB 
sich Acetaldehyd als Zwischenprodukt des Acetylenabbaus nachweisen. ZOBELL 
(1942 —1949, zit. nach ZoBrtt 1950) erwaihnt zwei Anreicherungskulturen von 
Meeresbakterien mit Athan, die auBerdem Athylen und Acetylen aufnahmen, und 
zwar Acetylen von den drei Kohlenwasserstoffen am schnellsten. 

AuBerdem finden sich Angaben tiber Acetylenderivate, nimlich Acetylendicar- 
bonsaure, Butyn-1,4-diol, Hexa-2,4-diyn-1,6-diol und Propynol (siehe Bu’Lock 
1956). Ein Bakterium aus der Gruppe der Hnterobacteriaceae bildet aus Acetylen- 
dicarbonsiure intermediair Oxalacetat und Pyruvat (EMmHyELLEN 1956a,b). Ein 
lésliches Enzymsystem eines bodenbewohnenden Pseudomonas baut Acetylendicar- 
bonsaure ab zu Pyruvat und Kohlendioxyd. Oxalacetat wird nicht angegriffen. Aus 
Acetylenmonocarbonsaure wird Malonsemialdehyd (Yamapa 1958; YAMADA u. 
JAKOBY 1959) gebildet. 


6. Naphthenkohlenwasserstoffe 


Die von Tausz u. PETER (1919) isolierten Bakterienstiimme (Bact. aliphaticum 
und Bact. aliphaticum liquefaciens) oxydierten Paraffinkohlenwasserstoffe und 
Naphthensiuren, nicht aber Cyclohexan, Di- und Trimethyleyclohexan. Das zeigt, 
daB zur Oxydation von Cycloparaffinen, zumindest solchen, die nicht iiber eine 
lange paraffinische Seitenkette verfiigen, ein besonderer Mechanismus erforderlich 
ist. TAUSSON u. Saprro (1934) schlossen aus dem weitgehenden bakteriellen Abbau 
stark naphthenhaltiger Erdéle auf die mikrobielle Ausnutzung dieser Verbindungen. 
Rohkulturen auf Cycloparaffinen erhielten Sronz et al. (1940) und ZoBELL et al. 
(1943). Janke (1948) und Imetrk (1948c) erhielten Reinkulturen von Pseudo- 
monaden auf Cyclohexan. Der von ImELrK nachgewiesene Abbauweg des Cyclo- 
hexans tiber ein Hydroperoxyd, Cyclohexanol und eine Dicarbonsiiure wurde bereits 
oben behandelt (8.386). Cyclohexandiole, wie sie im tierischen Stoffwechsel gebildet 
werden (ELLiorr et al. 1957) wurden bei Bakterien bisher nicht beschrieben. 


STRAWINSKL u. STONE (1940) sowie SrurM u. ORLova (1937) fanden Oxydation von 
Tetralin und Dekalin. 
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7. Kautschukkohlenwasserstoffe 


Wegen der alteren Literatur zu diesem Gebiet muB auf die Zusammenfassungen 
von ZOBELL (1946, 1950) und die kritische Diskussion von Rook (1955) verwiesen 
werden. Natiirlicher und vulkanisierter Kautschuk sowie synthetische Produkte 
sind haufig von Mikroorganismen besiedelt. Pilzarten durchwachsen gummihaltige 
Kabelisolierungen (BLAKE et al. 1955). Der Abbau von Kautschukkohlenwasser- 
stoffen kann aber bisher nur fiir einige Vertreter der Gruppe Actinomycetales als 
bewiesen gelten. Roox (1955) isolierte von korrodierten Gummidichtungen in 
Leitungswasserréhren eine Streptomyces-Art, ahnliche Formen fanden S6HNGEN u. 
For (1914), KaninenKo (1938) sowie ZoBELL u. Grant (1942). Nach Nurs et al. 
(1958) sind Proactinomyces ruber und zwei Actinomyces-Stiimme fihig, Kautschuk- 
kohlenwasserstoffe zu oxydieren. Die gleichzeitig angetroffenen Aspergillus-, 
Penicillium- und Trichoderma-Arten zersetzten nicht die Kautschukkohlenwasser- 
stoffe, sondern organische Beimengungen. Kost et al. (1959) fanden einige pheno- 
lische Substanzen, die das Wachstum echter Kautschukbakterien hemmen. 


b) Der Abbau aromatischer Kohlenwasserstoffe 


Aromatische Verbindungen, auch solche mit kondensierten Ringen, sind in 
jedem Organismus vorhanden. So ist es nicht verwunderlich, daB die Mikroorganis- 
men betrachtliche Fertigkeit in der Synthese und im Abbau solcher Substanzen 
besitzen. Aromatische Kohlenwasserstoffe jedoch kénnen nur in wenigen Fiillen als 
einzige Kohlenstoff- und Energiequelle genutzt werden. Tab.3 gibt eine Zusammen- 
stellung der hierfiir bekanntgewordenen Mikroorganismen. Sieht man davon ab, dab 
nur die wenigsten dieser Formen genau genug beschrieben und klassifiziert worden 
sind, so ergibt sich doch eine tiberraschende Ubereinstimmung mit dem Formenkreis 
derjenigen Bakterien, die aliphatische und naphthenische Kohlenwasserstoffe an- 
greifen, und es ist sicherlich erlaubt, daraus zu schlieBen, da auch fiir den Abbau 
aromatischer Kohlenwasserstoffe die erste stattfindende Reaktion eine besondere 
Fahigkeit der aufgezihlten Mikroorganismen darstellt. Dieser Schritt ist oxydativer 
Natur und fiihrt, wie noch im einzelnen erlautert wird, zu o-Dihydroxy- bzw. zu 
o-Dihydrodihydroxyverbindungen. Es liegt nahe, auch hier an Hydroperoxyde als 
Zwischenstufen zu denken, die Alternative einer Dehydrogenierung ist zumindest in 
einigen Fallen ausgeschlossen (TRECCANI 1959). 


1. Benzol und Alkylbenzole 


Zur Oxydation von Benzol sind offenbar nur wenige Mikroorganismen befiahigt, 
vor allem der Formenkreis von Nocardia corallina (siehe Hacctus u. HELFRICH 1958). 
Marr (1959) beschrieb zwei von ihr isolierte Benzol oxydierende Staémme als Pseudo- 
monas aeruginosa und Mycobacterium rhodochrowm. KLEINZELLER u. FENCL (1952) 
beobachteten Benzoloxydation bei Micrococcus sphaeroides. Weitere Organismen 
oxydieren Toluol, Xylole und andere Alkylbenzole, aber nicht Benzol. 1-Phenyl- 
alkane mit langer Kette sind denjenigen Formen zugiinglich, die Aliphate oxy- 
dieren. Dabei entsteht z.B. Phenylessigsiiure (siehe oben, WEBLEY et al. 1956), die 
dann von manchen Stiimmen weiter oxydiert wird. Aus Benzol entsteht als erstes 
faBbares Zwischenprodukt Brenzcatechin (WIELAND et al. 1958; Marr 1959; 
Marr u. Stonz 1961). Phenol ist nicht Zwischenprodukt, wie Versuche mit dem 
Verfahren der Enzymketten-Induktion zeigten. Brenzcatechin ist jedoch gleich- 
zeitig Zwischenprodukt beim Abbau von Phenol, Benzoesiure, Salicylsiure und 
polyeyclischen Verbindungen. 

Aus Brenzcatechin entsteht unter Ringspaltung cis-cis-Muconsaure. Diese Ver- 
bindung ist schwierig nachzuweisen, da sie in waBriger Losung isomerisiert (Hinzel- 
heiten und Literaturangaben bei Evans 1956). Die Umwandlung von Brenzcatechin, 


Tabelle 3. Mikroorganismen, die aromatische Kohlenwasserstoffe oxydieren 


: Ben- | To- | Xy- andere ‘i Lit.-N 
Organismus eit Wolo Teeter 7 it.-Nr. 
en 
Pseudomonas aeruginosa + 134, 185 
r # of 104 
a ut Se 106, 107 
ahnl. Pseudomonas aeruginosa — Vv V — | Phenol—]| + a: i 
” ” ” at = — 162, 163 
” ” ” + 165 
i i T ae oe 164, 166 
Pseudomonas scissa, P. pelliculosa, 
P. pictorum (Varietdten) a 147 
Pseudomonas desmolytica V Phenol V, 67 
m-Kresol V 
ahnl. Pseudomonas desmolytica _ 234, 147 
% a a — Vv Vv — | Phenol—]} + 1il1 
Pseudomonas rathonis Vv Phenol +, 67 
m-KresolV 
ahnl. Psewdomonas rathonis =E 146 
Pseudomonas boreopolis + 67 
ahnl. Pseudomonas boreopolis + 165 
Pseudomonas sp. = 58 
Pseudomonas salopia (Achromobac- 
ter salopium n. STONE et al. 1942) + 67 
Pseudomonas arvilla (Achromobacter 
arvillum n. STONE et al. 1942) ae 67 
Pseudomonas arvilla + 146 
Bacterium naphthalinicum nonlique- 
faciens (zu Pseudomonas n. 
WALKER u. WILTSHIRE 1953) 215 
Bacterium naphthalinicum lique- 
faciens (wahrsch. fluorescierende 
Pseudomonas-Art) + 215 
Vibrio neocistes + 67 
Vibrio cuneata + Phenol + 67 
Achromobacter cycloclastes BERGEY 
et al.1930 Vv Phenol V 67 
Achromobacter iophagum 
BERGEY et al. 1930 V Phenol V 67, 147 
Achromobacter spec. (Stamm 2) — = = — — ay — 21 
Achromobacter spec. (Stamm 5) — = + + — ah aE 21 
Flavobacterium spec. (Stamm 9) _ — — ot. 4! =. es 21 
Flavobacterium spec. (Stamm 18) —— — — re = ni — 21 
Stamm B (Flavobacterium 
n. CoLua et al. 1957) — — aoe a aah is Ls 21 
Stamm D (Plavobacterium 
n. Conta et al. 1957) + ay _ 21 
Sporenlose gramnegative 
Stabehenbakterien 
unklarer Stellung 
a) Zellen beweglich, 
keine Pigmentbildung 
Bacterium naphthalinicum + 216 
Bacillus phenanthrenicus bakiensis + 218 
Bacillus phenanthrenicus 
(wahrsch. Rasse des vorigen) ao 218 
Bacterium phenanthrenicum ao 218 
Bacterium toluolicum a — + lo+m] — — — |Athylben- — 219 
lie zol+ Di- 
phenyl+ 
aha, S = = oe a a aie Pia 21 
Stamm ot voy a 21 
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‘b) Zellen beweglich, 
gelbes Pigment 


Bacterium toluolicum b — otm;| — | — |] — - | — 
(schwach gelbe Kolonien) sa oe aaa gis 
Bacterium toluolicum ec (gelborange) | ++ + jot — — + Rie iwecs —_ 219 
m+ zol+ Di- 
p+ phenyl— 
Stilben + 
ps-Cumol-++ 
Cumol-+ 
‘ p-Cymol+ 
tamm A = == ae 
Stamm 20 = a need ie i a ae ie 
Stamm 10 ae, eh te a eee ei eal 21 
Stamm C = = a + = 21 
Stamm 11 — = ze aa = He = 21 
Stamm E ails ae = 21 
Stamm 16 + + ae) 21 
c) Zellen unbeweglich 
Micrococcus sphaeroides oe Phenol— ae 67 
m-Kresol— 

” > os 108 
Stamm 7 (gelbes Pigment) — — 4 == ae si = 21 
Stamm 6 (rosa Pigment) zi sib 22 21 

beweglicher gramnegativer 

Kokkus 
Bacterium toluolicum a — + jot+ — | — | — |Athylben- | — 219 

m+ zol+ Di- 
Pp— phenyl— 
Stilben— 

Formenkreis Mycobacte- 

rium — Nocardia 
Mycococcus rhodochrous (M yobact. 

rh., Rhodococcus rh.) + 134, 135 
Mycobacterium spec. Stamm 14 

(gelbes Pigment) — — — — = aE + 21 
Mycobacterium spec. Stamm 15 

(orangegelbes Pigment) + = — | + + + + 21 
Nocardia corallina (BERGEY et al.) Wy Phenol V, 67 

WAKSMAN u. Hennricr 1948 m-KresolV 
Nocardia corallina +. 75 
Bacterium benzoli b (und a), 

wahrsch. rosa pigm. Nocardia Phenol + | + 245 
Nocardia sp. Stamm 11B 

(rosa pigm., nicht in Brrcry V1) + — + + + = 21 
Nocardia opaca (DEN DOOREN DE —- Phenol+ 67 

JONG) WAKSMAN u. HENRICI 1948 m-Kresol V 
Mycobacterium convolutum (wohl 

ahnl. N. opaca, WAKSMAN u. 

Hewprictr 1948) + Phenol + 67 
Nocardia actinomorpha (GRAY u. 

THORNTON) WAKSMAN u. HEN- 

Ricr 1948 = Phenol + 67 
Nocardia spec. af 234 

vollig unklar: 
ohne Angaben St 135, da 
Bacterium hexacarbovorum - + CH,(?)| = 198 
srarnnegatives Stabchen, weiBer, 
 hefeaihnlicher Organismus und 

Pilz mit weiBem Mycel moe eg 127 

27 
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in. cis-cis-Muconsaure wird in aeroben Organismen (Pseudomonas, Vibrio, Myco- 
bacterium) durch das Enzym Pyrokatechase in einem Reaktionsschritt ausgefiihrt, 
wobei 1 Molekiil freien Sauerstoffs je Molekiil Brenzcatechin benétigt wird. Beide 
Sauerstoffatome finden sich in der cis-cis-Muconsiiure wieder. Die Eigenschaften des 
Enzyms sind einigermafen gut bekannt (Einzelheiten und Literaturangaben bei 
Mason 1957, auBerdem siehe Carn u. CarTwRicuT 1960). Aus cis-cis-Muconsaure 
wird zuniichst y-Carboxymethyl-4«-butenolid, dann S-Oxoadipinsaure. Diese letzte 
wird vermutlich zwischen C, und C, in Acetat bzw. Acetyl-Coenzym A und Succinat 
gespalten. Auch Marr u. Stone (1958) fanden Succinat als Abbauprodukt des 
Benzols. Die erste Reaktion des Benzols soll die langsamste sein und dadurch die 
Ansammlung von Zwischenprodukten verhindern. Die Reaktionsfolge ist in nach- 
stehendem Schema dargestellt. 


0H cH CHe Ch 
¢ eel AX C00H —HS ao =< eo COOH +H,0 he coon 
gH SEO Hyg > 80 Ho. > C0 CHa COOH 

H CHa CH, 


In letzter Zeit haben sich dariiber hinaus neue Wege der oxydativen Spaltung 
des Benzolringes ergeben, die in einer Reihe haufig vorkommender Bakterien ver- 
wirklicht zu sein scheinen. Hier mu8 auf die kiirzlich erschienene Zusammenfassung 
von Dacuey, Evans u. Rrpsons (1960) verwiesen werden. 

Zur Oxydation von Alkylbenzolen liegen nicht viele Arbeiten vor. Tausson 
(1929) fand vier Bakterienstiimme, die Toluol oxydierten. Alle diese konnten auch 
Aethylbenzol und schwach o- und m-Xylol verwerten. Zwei Stiimme wuchsen auch 
auf Diphenyl, ein anderer auch auf p-Xylol, Benzol, ps-Cumol, Cumol, p-Cymol, 
Stilben, Phenanthren und Paraffin. Diphenylmethan, Dibenzyl, Naphthalin und 
Anthracen wurden von keinem der Stiimme aufgenommen. Krracawa (1956) unter- 
suchte die Oxydation von Toluol durch Pseudomonas aeruginosa. Versuche tiber die 
Enzymketten-Induktion legen nahe, dai in diesem Falle zunichst die Methylgruppe 
uber Benzylalkohol zu Benzoesiéure oxydiert wird, der weitere Abbau erfolgt iiber 
Brenzcatechin. Zellfreie Extrakte waren nur gegeniiber Brenzcatechin aktiv, und 
zwar nach Adaptation. 


2. Naphthalin 


Naphthalin abbauende Bakterien wurden zuerst von TAusson (1927) isoliert. 
Er fand aerobe, bewegliche Formen, welche durch Sublimation gereinigtes Naphtha- 
lin unter Korrosion der Kristalle als einzige Kohlenstoff- und Energiequelle verwen- 
deten. Auch beobachtete er eine gelbe bis braune Verfiirbung der Naihrlésung und 
bisweilen eine zwischenzeitige Siuerung. SrRAWINSKI u. STonE (1943, 1954) fanden 
im Atherextrakt einer Kultur von Pseudomonas aeruginosa auf Naphthalin gréBere 
Mengen Salicylsiure neben einem dunkelorange gefiirbten Produkt, in welchem sie 
Naphthochinone vermuteten. Beliiftung der Kulturen erhéhte die Ausbeute an 
aitherléslichen Zwischenprodukten. Von diesen kann die Salicylsiure den py-Wert 
bis zum Aufhéren des Wachstums senken. Die Oxydation von Naphthalin benétigt 
Hisen, Kupfer und Calcium, wihrend héhere Konzentrationen von Phosphat- und 
Karbonatpuffer hemmen. 

WALKER u. WILTSHIRE (1954) isolierten erneut das Bacterium naphthalinicum 
non liquefaciens von Tausson. Zwei Tage alte Kulturen auf Naphthalin enthielten 
eine Substanz, die mit Salzsiiure Naphthol gab und sich als D-trans-1,2-Dihydro-1,2- 
dihydroxynaphthalin erwies. Die Kulturen enthielten kein Naphthol. Nach 4 bis 
6 Tagen zeigte sich Salicylsiure. Das Bakterium gedieh auch auf Salicylsiiure und 
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oxydierte im Adaptationsversuch auSerdem Brenzcatechin, das p-trans-Dihydrodiol 
und das pu-trans-Dihydrodiol, nicht aber die L- Verbindung, die sich im tierischen 
Stoffwechsel bildet. Nicht oxydiert wurde weiterhin ~%-Naphthochinon, 3-Hydroxy- 
benzoesdure, trans-Cumarsiiure und 1-Naphthol. Cumarin, 6-Naphthochinon und 
1,2-Dihydroxynaphthalin wurden schwach oxydiert. Versuche mit anderen Mikro- 
organismen. brachten ganz ahnliche Ergebnisse (TRECCANI, WALKER u. WILTSHIRE 
1956). 


Murpny u. STONE (1955) arbeiteten mit zwei Pseudomonas-Stimmen. Hier 
bestand bei der Naphthalinoxydation ein Bediirfnis an Eisen und Magnesium. Die 
auch von anderen Autoren beobachtete orangerote Substanz wurde als 1,2-Naphtho- 
chinon identifiziert. Dieses Produkt wird nicht weiter abgebaut, auch nicht durch 
zellfreie Extrakte. Es entsteht in groBerer Menge im Hisenmangel und kann die 
weitere Entwicklung der Kultur hemmen. Mason (1957) nimmt mit Mrroma et al. 
an, da bei der ,,Perhydroxylierung‘* des Naphthalins zu D-trans-1,2-Dihydro-1,2- 
dihydroxynaphthalin eine enzymatische Anlagerung von freiem Sauerstoff mit 
Hilfe eines eisenhaltigen Enzyms stattfindet. Je nach der Zerfallsweise des Enzym- 
Substrat-Komplexes kénnte als Reaktionsprodukt auch das Naphthol oder das 
Epoxyd entstehen. Die Bildung von Naphthochinon im Hisenmangel wire demnach 
vielleicht auf einen andersartigen Angriff am SS ie zarickzu- 
fiihren. 


FrErniey u. Evans (1958) finden aber intermediaire Bildung von 1,2- Dihydroxy- 
naphthalin aus dem trans-Dihydrodiol. Daraus wird einerseits unter gewissen 
AuBenbedingungen das Naphthochinon, meist aber unter Aufnahme von drei 
Atomen Sauerstoff und Abspaltung eines Molekiils Kohlendioxyd o-Hydroxy-cis- 
cinnaminsiure tiber o-Carboxy-cis-cinnaminsiure als wahrscheinlisches Zwischen- 
produkt in Analogie zur cis-cis-Muconsiure bei der Offnung des Benzolrings. Als 
weitere Produkte traten auf: Salicylsiiure, die aus o-Hydroxy-cis-cinnaminsaure 
durch £-Oxydation entstehen kann sowie Cumarin, o-Hydroxy-trans-cinnamin- 
siure und Melilotsiure, die vielleicht auf getrennten Wegen weiter oxydiert werden. 
Das Schema veranschaulicht diese Zusammenhange (nach FERNLEY u. Evans): 


Be epee Cee LT 


Naphthalin D-trans-1,2 bihyaro- an RG Sei 12-Naphthochinon 


1,a-dinydroxynaphiholin 20 
OH COOH 
0\ c0 COOH -(0, esi 
—_ <_—_ 
Cumorin o-lydroxy-cis-cinnaminsiure 0-barboxy-cis-cimamin- 
SOULE 


tea 
19 olin on CH, + CH -COOH 


SaMey/sgure o-lydroxy-trons-cinnoma- Melilofsdure 
sdure (o-Cumorsiure) 
My fs 
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Unabhingig vom Naphthochinon fanden KLavsMEIER u. STRAWINSKI (1956) 
bei Pseudomonas aeruginosa eine gelbe bis orangefarbene Substanz, deren Ent- 
stehung im Gegensatz zum Naphthochinon von Eisen-, Calcium- und Magnesium- 
gaben abhiingig war. Die Substanz hat stark sauren Charakter und wurde noch 
nicht identifiziert. Die Bakterien verbrauchten vorzugsweise Naphthalin, Salicyl- 
siiure oxydierten sie erst nach Erschépfung des Naphthalins. 8 ~M Naphthalin 
hemmen die Weiteroxydation der Salicylsiiure (KLAUSMEIER u. STRAWINSKI 1957). 

1-Chloronaphthalin ergibt bei bakterieller Oxydation das 8-Chloro-1,2-dihydro- 
1,2-dihydroxynaphthalin und dann 3-Chlorosalicylsiture (WALKER u. WILTSHIRE 
1955). «-Methylnaphthalin verhalt sich entsprechend, 6-Chloro- und /-Methyl- 
naphthalin ergeben das 7-Chloro- bzw. 7-Methyldihydrodiol und 4-Chloro- bzw. 
4-Methylsalicylsiiure (Canonica et al. 1957). Die Oxydation der MethyInaphthaline 
beginnt demnach im allgemeinen nicht an der Methylgruppe wie bei den mono- 
cyclischen Verbindungen, sondern wie bei den Halogenderivaten am nicht substitu- 
ierten Ring, der auch als erster aufgebrochen wird. (Die chemische Oxydation wiirde 
am substituierten Ring einsetzen.) Rogorr (1958) findet dieselben Reaktions- 
produkte wie die oben erwaihnten Autoren, dariiberhinaus aber ebenso wie auch 
TrECCANI (1958) 2-Naphthonsiiure aus 2-Methylnaphthalin. Der letzte Autor 
beobachtete auch die Oxydation der Methylgruppe am 2-Methylnaphthalin zu 
2-Naphthylcarbinol. 

Methylnaphthaline werden durch dieselben Enzyme angegriffen wie die Grund- 
substanz. Die Methylgruppe macht sich jedoch je nach ihrer Position in ver- 
schiedener Weise sterisch hindernd bemerkbar. Naphthonsiuren werden nicht weiter 
oxydiert (ROGOFF u. WENDER 1959). 


3. Anthracen, Phenanthren und andere polycyclische 
Kohlenwasserstoffe 


Tausson (1928) isolierte drei Sttimme Phenanthren oxydierender Bakterien. In 
den Kulturen zeigte sich langsamer Abbau unter Korrosion der Phenanthren- 
kristalle und Ausbildung orangeroter Produkte. Die Organismen oxydierten Naph- 
thalin nur schwach, Salicylsiiure und Brenzcatechin gut und Anthracen tiberhaupt 
nicht. Bonnrrr (1956) isolierte aus Anreicherungskulturen mit Anthracen und 
Naphthalin noch eine Reihe anderer Bakterien, die diese Substrate oxydieren 
(Tab. 3). 

Pseudomonaden sowie zwei von BONETT! isolierte Flavobakterien, von denen das 
eine Anthracen und Phenanthren oxydiert, das andere nur Phenanthren, bilden aus 
Anthracen 2-Hydroxy-3-naphthonsiiure, aus Phenanthren 1-Hydroxy-2-naphthon- 
siure. Die Analogie zum Abbau des Naphthalins ist offensichtlich. Da sich in den 
Kulturen auch hier eine Substanz bildet, die mit Salzsiiure phenolischen Charakter 
annimmt, schloB man auf die Bildung des 1,2-Dihydroanthracen-1,2-diols aus 
Anthracen und des 3,4-Dihydrophenanthren-3,4-diols aus Phenanthren als erstes 
Zwischenprodukt. Fiir das Phenanthren wurde diese Substanz inzwischen isoliert 
(CoLLA et al. 1959). Der weitere Abbauweg fiihrt iiber Salicylsiure und Brenz- 
catechin (CoLLA et al. 1957; Rogorr 1957a,b; Rogorr u. WENDER 1957), 1,2- 
Hydroxynaphthonsiure, das Abbauprodukt des Phenanthrens, kénnte unter CO,- 
Abgabe (oxydative Decarboxylierung) in 1,2-Dihydro-dihydroxynaphthalin iiber- 
gehen, das dann wie beim Naphthalinabbau einerseits in Napthochinon iibergehen 
und andrerseits zu Ende oxydiert werden kann (RoGoFF u. WENDER 1957). Die von 
Tausson (1928) vermutete Spaltung des mittleren Ringes im Phenanthrenmolekiil 
ist nicht bestiitigt worden. 

Uber die Oxydation noch héher kondensierter eyclischer Kohlenwasserstoffe ist 
bereits eine Menge von Tatsachen bekannt, was den tierischen Stoffwechsel betrifft 
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(Mason 1957; Proar 1956; Conney 1957), iiber ihre Zerstorung durch Mikro- 
organismen dagegen gibt es kaum Angaben. Die methodischen Schwierigkeiten bei 
solchen Versuchen sind erheblich. Lismyskr u. QuasTEL (1956) versuchten, durch 
Filtration entsprechender Lésungen durch Bodenproben eine Anreicherung geeig- 
neter Mikroorganismen zu erzielen. Die isolierten Formen wuchsen auf Medien 
mit 20-Methylcholanthren, 1,2,5,6-Dibenzanthracen und 3,4-Benzpyren als einziger 
Kohlenstoff- und Energiequelle extrem langsam, verbrauchten aber schlieBlich bis 
zu 30°/, des Substrats. Sie sollen diese Substanzen im Boden und in Niahrlésungen 
mit 8°/, Glucose ebenfalls oxydieren, obwohl Glucose die Adaptation der Zellen an 
solche Substrate im allgemeinen nicht fordert. Aus Methylcholanthren wurde ein 
phenolisches Produkt gebildet. 

Die méglichen mikrobiologischen Verinderungen von Asphalt sind im éko- 
logischen Teil weiter unten behandelt (S. 403). 


II. Der Abbau der Kohlenwasserstoffe unter anaeroben 
Bedingungen 

Von den Moéglichkeiten des anaeroben Abbaus sind nach den vorliegenden 
Beobachtungen drei zu beriicksichtigen, nimlich die Denitrifikation, die Desulfuri- 
kation und die Methangiirung auf Kosten von Kohlenwasserstoffen. 

Daf irgendeine Bakterienreinkultur bei Einwirkung auf irgendeinen hoch- 
gereinigten Kohlenwasserstoff emen der genannten Prozesse hervorruft, kann bisher 
nicht als bewiesen gelten. AuBerdem mu bemerkt werden, da diese Méglichkeiten 
zu beweisen oder auszuschlieBen eine methodisch sehr schwierige Aufgabe ist. Es sei 
daran erinnert, das bisher nur sehr wenige Untersucher Reinkulturen von Sulfat- 
reduzenten und Methanbildnern in Handen halten konnten; die Schwierigkeiten bei 
der Anwendung und Analyse von Kohlenwasserstoffen kommen. hinzu. 

Im Falle der Denitrifikation liegen starke Anhaltspunkte dafiir vor, dab 
dieser ProzeB nicht zur Kohlenwasserstoffoxydation dienen kann. Wie aus Tab. 2 
hervorgeht, befinden sich zwar unter den Bakterien, die Kohlenwasserstoffe oxy- 
dieren, einige, die zur Denitrifikation befahigt sind, darunter vor allem Pseudo- 
monaden (SOHNGEN 1913a,b; KoNovALTSCHIKOFF-MAZOYER u. SENEZ 1956). Nach 
Hansen u. Katto (1957).sind diese Formen jedoch nicht in der Lage, Kohlen- 
wasserstoffe wie Dodecan oder Dodecen-1 anaerob in Gegenwart von Nitraten an- 
zugreifen, wihrend Dodecanol-1, Dodecanal und Dodecylsaure unter diesen Bedin- 
gungen abgebaut werden kénnen. Auch hier war es entscheidend wichtig, hoch- 
gereinigte Substrate zu verwenden. Handelsprodukte der Kohlenwasserstoffe 
ergaben eine geringe aber merkliche Denitrifikation. 

So verhalten sich die Kohlenwasserstoffe anscheinend ahnlich wie Benzoesiure, 
die von denselben Bakterien nur in Anwesenheit von molekularem Sauerstoff oxy- 
diert wird (vAN IrERsoN 1904; ALLEN u. VAN Nrex 1952). In beiden Fallen ist offen- 
bar das Kingreifen einer Peroxydase oder Oxygenase unerliflich (vgl. hierzu 
Mason 1957). 

Aus dieser Feststellung geht hervor, daB die Frage nach dem anaeroben Abbau 
der Kohlenwasserstoffe gleichbedeutend ist mit der Frage nach einem zweiten 
Abbauweg fiir Kohlenwasserstoffe. 

Was die Sulfatreduktion auf Kosten von Kohlenwasserstoffen betrifft, so 
liegt eine groBe Zahl von Beobachtungen dariiber vor, daf} Anreicherungskulturen 
von Sulfatreduzenten, die mit Lactat gewonnen worden waren, in mineralischer 
Nahrlésung mit Rohol oder Erdélfraktionen unter den typischen Erscheinungen, 
wenn auch nur langsam, gedeihen kénnen. Es seien genannt die Arbeiten von 
Tausson u. ALESINA (1932), Matryantz (1935), ZOBELL (1944), RosENFELD (1947), 
ZoBety (1949), Srurm (1950), Kuznitcov (1950), Mackunzre (1952), DostALEK, 
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Sraup u. Rosypatovd (1957) sowie KorEsnrK u. Smonova (1957). Versuche mit 
Reinkulturen und reinen Substraten waren jedoch ausnahmslos ohne Erfolg und es 
war unmdglich, Reinkulturen von Sulfatreduzenten durch Anreicherung auf Kohlen- 
wasserstoffen zu gewinnen (Baars 1930; Srurm im Druck, nach miindlicher Mitt. 
von Herrn Prof. Kuznicov). 

Eine vorliufige Mitteilung von Novetxt u. ZoBELL (1944), in der ohne nahere 
methodische Angaben der Abbau von aliphatischen Kohlenwasserstoffen mit mehr 
als neun Kohlenstoffatomen durch Anreicherungs- und Reinkulturen von Desulfo- 
vibrio angegeben ist, wurde in der folgenden Zeit nicht bestatigt (vgl. dazu auch 
Upp3iGrRaAFF u. WREN 1954). Kennzeichnend ist nach ZoBELL (1959), dab die Desul- 
furikanten sich zwar vermehrten und Eisensulfid abschieden, die Eigenschaften des 
Substrats jedoch nur in einem Mafe veriinderten, das die méglichen methodischen 
Ungenauigkeiten nicht iibersteigt. Man mu demnach an einen Abbau von Ver- 
unreinigungen im Substrat denken (KuzNEcov 1950). 

Die thermodynamischen Voraussetzungen des Kohlenwasserstoffabbaus durch 
Desulfurikanten wurden in einer ausfihrlichen, in der Folgezeit mehrfach falsch 
referierten Arbeit von Tausson u. ALESrNA (1932) untersucht. Leider standen den 
Autoren nur die Bildungswiirmen der Paraffine vom Methan bis zum Decan zur 
Verfiigung, fiir die hsheren Kohlenwasserstoffe noch nicht einmal diese. Ihre Berech- 
nungen ergaben, daB die Oxydation der Kohlenwasserstoffe bei gleichzeitiger Reduk- 
tion von Sulfat nur dann exotherm ist, wenn die Warmeténung der sekundiiren 
Prozesse (Lésung, Neutralisation) von den Bakterien ausgenutzt werden kann. 

Die Sulfatreduktion mit Methan, deren Unméglichkeit in Versuchen hinreichend 
bewiesen wurde, ist nach SOROKIN (1957) auch thermodynamisch unwahrscheinlich. 
Gegen seine Berechnungen muf man jedoch mit Baas-BECKING (1957) einwenden, 
daB man bei solchen Ansitzen die Reaktionspartner und Reaktionsprodukte in den- 
jenigen Dissociationsstufen beriicksichtigen muB, in denen sie unter den 6kologischen 
Bedingungen existieren. So ist das Ion S~ bei der Sulfatreduktion niemals zu erwar- 
ten, da es nur bei py- Werten oberhalb 12 in nennenswerten Konzentrationen auftritt. 

Unter Beriicksichtigung dessen kann die Sulfatreduktion mit Methan unter 
Standardbedingungen auch schwach exergonisch sein nach: 


Fet* + SO, + CH, = FeS + CO, + 2H,0; AF° = — 19,23 kcal 
oder: 
S80," + CH, = HS- + HCO,- + H,0; 4F° = — 4,48 kcal. 


Allgemein gilt fiir die Paraffinkohlenwasserstoffe entsprechend: 


(3n + 1) Fet* + (8n + 1) SO,= + 4CnHon + 2 = 
(38n + 1) FeS + 4n CO, + (4n + 4) H,O; 
AF° = — 18,26n — 13,11 — F°c. ao 


Legt man die thermodynamischen Daten von Rossrnt et al. (1953) zugrunde, so 
erhilt man fiir 417° die Werte — 19,23 keal fiir Methan, — 41,77 keal fiir Athan, 
— 122,72 kcal fiir Hexan und — 224,25 keal fiir Undecan. 
Fiir den Fall 
(7n + 2) SO,” + 9CnHen+2 + (2n — 2)e = 
(7n + 2) HS~ + 9 HCO,- + (n + 8) H,O 
und damit 
AF° = — 6,3in — 10,31 — FP CaHens8 


ergibt sich ein AF° von — 15,07 keal fiir Athan, von — 48,22 kcal fiir Hexan und 
von — 90,00 kcal fiir Undecan. 
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In ahnlicher Weise errechnen sich gute thermodynamische Voraussetzungen fiir 
den Abbau von Olefinen, Cycloparaffinen und Benzol sowie fiir die Umwandlung von 
Paraffinen in Cycloparaffine, wie sie von Tausson u. ALESINA (1932) vermutet 
wurde. 

Die Schwierigkeit beim Abbau von Kohlenwasserstoffen durch Desulfovibrio 
liegt daher offensichtlich im Fehlen eines entsprechenden Abbaumechanismus. 

Da’ wir diese Frage jedoch noch nicht als endgiiltig geklirt ansehen kénnen, 
folgt aus den Ergebnissen von Tavsson u. VEssELov (1934). Die Autoren beobachte- 
ten eine deutliche Desulfurikation tiber mehrere Passagen hinweg in Anreicherungs- 
kulturen mit gereinigtem Phenanthren und Naphthalin als einziger Kohlenstoff- 
quelle unter deutlicher Korrosion der Kristalle und Bildung eines brenzcatechin- 
aihnlichen (oxyphenolischen) Zwischen- oder Endproduktes. Brenzcatechin oder 
Salicylsiure ergaben kein Wachstum. [ZoButt (1949) gibt an, daB keine seiner 
Kulturen auf aromatischen Kohlenwasserstoffen als einziger Kohlenstoff- und 
Energiequelle zu wachsen imstande war. ] 

In Verbindung mit einer méglichen Methangirung auf Kosten von Kohlen- 
wasserstoffen (siehe unten) miissen wir damit rechnen, da8 es Mikroorganismen gibt, 
die anaerob Kohlenwasserstoffe angreifen und zu Produkten umformen kénnen, die 
wiederum fiir Desulfurikanten zugiinglich sind. In energetischer Hinsicht bestehen 
hier keine Schwierigkeiten; denn ein Abbau héherer Paraffinkohlenwasserstoffe zu 
Methan und Kohlendioxyd ist auch dann noch exergonisch, wenn sich gleichzeitig 
molekularer oder aktivierter Wasserstoff bildet, und zwar in umso stiirkerem MaBe, 
je langer die Kohlenstoffkette des Paraffins ist. Molekularer Wasserstoff und Alko- 
hole sind Substrate fiir Desulfurikanten. AuBerdem ist Schwefelwasserstoff fiir eine 
Methangirung nicht in solchem Mae schadlich, wie vielfach angenommen wird. Die 
Rohkulturen von Burirn, SELWYN u. WAKERLEY (1956) ertrugen nach vorheriger 
Akklimatisation 0,03°/) Sulfid und mehr. Durch hohe Konzentrationen von Schwefel- 
wasserstoff kommt die Methangarung zum Erliegen. 

Fiir die Methangarung auf Kosten von Kohlenwasserstoffen haben wir freilich 
nicht mehr als einen ersten Hinweis. Wie angedeutet, ist der ProzeB energetisch 
méglich; denn nach der Gleichung 


4CnHen+2 + (2n — 2) H,O = (3n + 1) CH, + (n — 1) CO, 


ergeben sich fiir die Beteiligung verschiedener Paraffinkohlenwasserstoffe unter 
Standardbedingungen Anderungen der freien Energie von — 8,12 kcal je Mol 
Athan, — 14,20 kcal je Mol Propan, — 33,88 kcal je Mol Hexan und — 60,80 kcal je 
Mol Undecan. 

ZoBELL (1947d) untersuchte die thermodynamischen Voraussetzungen fiir 
einen ahnlichen Fall, nimlich den Abbau und die Kondensation niederer Kohien- 
wasserstoffe unter Aufnahme molekularen Wasserstoffes und Bildung von Methan. 
Auch solche Prozesse sind exergonisch. 

Uber die Methanbildung aus Rohdlen gibt es mehrere Beobachtungen, die wegen 
der méglichen Irrtiimer durch die Methangarung von Nebenprodukten hier nicht 
beriicksichtigt werden kénnen. ExzERCEV (1956, 1958) vermutet eine Methanbildung 
in Erdéllagern aus molekularem Wasserstoff und Kohlendioxyd sowie aus Kompo- 
nenten des Erdéls. Diese Komponenten sind aber wahrscheinlich nicht Kohlen- 
wasserstoffe, denn die von ExzErcny isolierten Reinkulturen gaben nur eine sehr 
langsame und unvollstandige Methangarung. ; 

Die bisher einzigen positiven Ergebnisse erzielte MULLER (1957). In langfristigen, 
quantitativ ausgewerteten Versuchen fand er eine Methangirung in Anreicherungs- 
kulturen mit gereinigtem Paraffinwachs. Seine weiteren Beobachtungen legen nahe, 
daB auch kristallisierbare Paraffine des Rohéls in Methan iibergehen kénnen. Aktive 
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Kulturen lieBen sich aus dem Abwasserschlamm einer Strohpappenfabrik gewinnen, 
teilweise nach Vorkultur auf Cacliumacetat oder Athanol. Andere Inocula erwiesen 
sich als inaktiv, unter anderem Schlamm aus dem Wattenmeer und Material von 
Erdélbohrképfen. Die Kulturen lieferten Methan und Kohlendioxyd im Verhiltnis 
2,5:1 bis 4:1. Wasserstoff wurde anscheinend nicht gebildet. 

CLARK u. Frna (1952) konnten eine Rohkultur, die aus Acetat Methan bildete, 
an Benzoat als einzige Kohlenstoffquelle adaptieren. Brenzcatechin wurde nicht 
genutzt. Damit ist seit den Arbeiten von BuswELt ein weiterer Hinweis auf einen 
anoxydativen Mechanismus zur Offnung des Benzolringes gegeben. 


Okologischer Teil 


Wihrend im physiologischen Teil dieser Arbeit die bisher bekanntgewordenen 
mikrobiellen Abbauwege fiir Kohlenwasserstoffe aufgezeigt wurden, beschaftigt sich 
der dkologische Teil zunichst mit den iuBeren Bedingungen dieser Prozesse, dann 
in einem Ubergangskapitel mit der Einwirkung von Mikroorganismenkulturen auf 
kohlenwasserstoffhaltige Rohprodukte und schlieBlich mit dem Abbau von Kohlen- 
wasserstoffen unter natiirlichen Bedingungen. 


I. Aufere Faktoren, die den mikrobiellen Abbau 
der Kohlenwasserstoffe beeinflussen 


Die AuBenbedingungen, unter denen die mikrobielle Oxydation von Kohlen- 
wasserstoffen optimal verliuft, sind nach den bisherigen Ergebnissen recht gut zu 
charakterisieren; Zusammenstellungen der Literatur finden sich bereits bei ZOBELL 
(1946, 1950). 

Die Kohlenwasserstoffoxydanten benétigen auBer der Kohlenstoff- und Energie- 
quelle nur Mineralsalze. Als Stickstoffquelle sind Ammoniumsalze, meist auch 
Nitrate sowie Aminosiiuren und Pepton geeignet. In einigen Fallen geht die Ent- 
wicklung mit Ammoniumsalzen merkwiirdigerweise langsamer als mit Nitraten, so 
bei Methanomonas methanica (DWoRKIN u. Foster 1956). Der Bedarf an Phosphaten 
betragt 0,1—0,5°/,, fiir die Oxydation von Naphthalin sind zu hohe Dosen schidlich 
(STRAWINSEI u. STONE 1943, 1954). Hisen, Sulfat, Kalium und Magnesium werden 
in den iiblichen Konzentrationen benétigt, Kalium ist teilweise ersetzbar durch 
Rubidium oder Caesium (SO6HNGEN 1913a,b). Calcium und Zink sind bei Pseudo- 
monas aeruginosa wirkungslos (IMELIK 1948b), andere Autoren verwenden Zusitze 
von Mangan- und Zinksalz. Nach SOHNGEN (1913a) werden Methanoxydanten von 
0,01°/, Mangansulfat, 0,002°/, Zinkchlorid und 0,001°/, Kupfersulfat gehemmt. 
STRAWINSKI u. STONE (1944, 1954) geben einen Bedarf an Calcium und Kupfer bei 
der Oxydation von Naphthalin an. Einfach zusammengesetzte Nahrlésungen, die 
fiir die meisten Fille ausreichen, wurden von mehreren Autoren angegeben. Die 
Ansiitze von SOHNGEN (1906a), Tausson (1927) und BusHNELL u. Haas (1941) sind 
die gebriiuchlichsten. Nach Hryprman (1960) und Procror (1960) geht die 
Adaptation der Zellen an Kohlenwasserstoffe nur in Anwesenheit einer Stickstoff- 
quelle vor sich. 

Bei der Kultur von Pseudomonas propanica erwies sich ein Zusatz von 0,3 mg/L 
Glucose oder Lactat als sehr férderlich. Diese Wirkung ist vielleicht zu erklaren mit 
einer Erhohung des CO,-Druckes bei der Veratmung dieser Substrate (DosTALEK 
1954b; Kuznkoov u. TeLmarna 1957; TELEGINA u. SmrRNovA 1959). 

Das Salzbediirfnis der Kohlenwasserstoffoxydanten ist je nach Herkunft der 
Stiimme verschieden. Die Methanoxydanten von Minz (1915) bendtigten 0,00025 
bis 0,3°/) NaCl, marine Stiimme von ZoButn u. Haas (1943) ertrugen bis zu 15°/, 
NaCl, aber auch eine Herabsetzung des Meersalzgehaltes auf M49. In 15°/, NaCl 
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wuchsen auch Psewdomonas-Stimme aus Sondenélen (VoROB’EVA 1957). ELAazartr- 
Voxcant (1943) fand Wachstum auf Kerosin-Anreicherungskulturen mit Schlamm 
aus dem Toten Meer mit 25°/, NaCl. Echte, extrem halophile Arten sind jedoch bis 
jetzt nicht beschrieben worden. 


Die optimalen py-Werte liegen um den Neutralpunkt herum. Eine Siuerung, 
wie sie z. B. bei der intermediiren Bildung von Salicylsdure aus Naphthalin auftritt, 


kann den Abbau voriibergehend zum Erliegen bringen (STRAWINSKI u. STONE 1943, 
1954). 


Die Konzentrationen, in welchen die Kohlenwasserstoffe angeboten werden, 
spielen manchmal eine entscheidende Rolle. Methanomonas methanica und Pseudo- 
monas propanica wachsen bereits optimal mit wenigen Prozent des Kohlenwasser- 
stoffs in der Gasphase (DWorRKiN u. Foster 1956; DostdLEK 1954b). In Baden, aus 
denen diese Formen isoliert werden kénnen, ist jedoch nur mit einem Gasgehalt von 
1/100000 Vol-°/, der Bodenluft zu rechnen (Lit. bei KuzNitcoy u. TeELEGINA 1957). 
Rusaxova (1960) fand eine Ausnutzung von 0,0028°/, Athan in Luft durch Myco- 
bactertum perrugosum var. ethanicum. Nocardia petroleophila und einige andere 
Actinomyceten nutzen Kohlenwasserstoffspuren in Luft (Hirscu u. ENGEL 1956; 
Hirscu 1958, 1960). 


Bei den flissigen und festen Kohlenwasserstoffen ist deren Léslichkeit in Wasser 
zu berticksichtigen, also das Konzentrationsgefalle, das sich von ihrer Grenzflaiche 
gegen Wasser her einstellt. Lésliche Substrate werden in einer gewissen Entfernung 
von der Grenzfliche noch in ausnutzbaren Konzentrationen vorliegen. Durch 
Schiitteln der Kulturen kann man ihre Konzentration im iibrigen Nahrmedium hoch 
halten. Schwerlésliche Kohlenwasserstoffe dagegen k6nnen nur an der Grenzfliche 
selbst abgebaut werden. Bei leicht loslichen Kohlenwasserstoffen, also niederen ali- 
phatischen und aromatischen Verbindungen, gibt es fiir eine Reihe von Bakterien 
iiberoptimale, also toxische Konzentrationen, so daB Wachstum nur in einiger Ent- 
fernung vom Substrat eintritt. Fiir solche Falle entwickelte Tausson (1929) seine 
Methode des Diffusionszuflusses. Zu den abbaubaren, aber in héheren Konzentratio- 
nen toxischen Substanzen gehéren auch die Naphthensauren, die in Erdélen in 
wechselnden Mengen auftreten und eine selektionierende Wirkung auf die Mikro- 
flora ausiiben (OsnrcKaga 1942). Das Uberleben von Bakterien aus Sondendélen in 
Erdél und Erdélprodukten wurde von GANGEL u. ScHwarRTz (1954) untersucht. 
Bakterien, die gegen héhere Konzentrationen niederer Aliphaten resistent sind, sind 
empfindlich gegen Lipoidlésungsmittel. Bei Bacterium aliphaticum kann der Abbau 
von Octan gestoppt werden durch Butylalkohol, Aceton und Benzol, nicht durch 
Methyleyclohexan. Benzol hemmt auch den Glucoseabbau, die tibrigen Substanzen 
nicht (JOHNSON et al. 1942). Corynebakterien, Nocardien und Mycobakterien sind 
offenbar empfindlich gegen Benzinxohlenwasserstoffe (siehe Tab. 2). 


Bei schwerléslichen Kohienwasserstoffen begrenzt ihre Oberflache die Abbau- 
geschwindigkeit (ZoBELL 1946). Methoden zur OberflichenvergréBerung sind im 
Abschnitt iiber Kulturm sthoden angegeben. 


Freier Sauerstoff wird von den Kulturen noch in geringsten Mengen aus- 
genutzt (ZoBuxn et al. 1943), auch die Symbiose von Bacterium aliphaticum mit 
Clostridium pasteurianum spricht fiir diese Eigenart (TRUFFAULT u. BEzSSONOFF 
1920). Zur Oxydation gasfarmiger Kohlenwasserstoffe sind weniger als 20°/, Sauer- 
stoff optimal. Das Redoxpotential (Eh bei px 7) mu8 positiv sein (Brrcn-Hrrscu- 
FELD 1932; DworKIN u. Foster 1956; DostAteK 1954b; HuTron u. ZOBELL 1949). 
Nach denselben Autoren ist ein erhéhter CO,-Druck zum Anwachsen vielfach not- 
wendig, 0,3—10°/, sind optimal. Hydrogencarbonat- und Carbonat-Ionen werden 
anscheinend nicht aufgenommen (Huron u. ZOBELL 1949). 
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Die Temperaturanspriiche der Kohlenwasserstoffoxydanten sind verhéltnis- 
miBig gleichformig. Optimales Wachstum findet man meist zwischen 25 und 40°C. 
ZoBELL et al. (1943) fanden bei marinen Stiémmen steigende Aktivitat zwischen 0 
und 55°C. Echte thermophile Arten sind jedoch bisher nicht beschrieben worden. 


II. Die Hinwirkungen von Mikroorganismen auf Rohél 
und Erdélfraktionen 


Wie im physiologischen Teil angegeben, sind iiber die Leichtigkeit, mit der die 
verschiedenen Mikroorganismen einzelne Kohlenwasserstoffe angreifen, kaum end- 
giiltige Aussagen moglich, da man die Léslichkeit der Verbindungen, ihre Ober- 
flachenentwicklung im jeweiligen Versuch und ihre Toxicitit zu beriicksichtigen hat. 

‘Von verschiedenen Seiten veréffentlichte Angaben iiber die Bevorzugung gewis- 
ser Kohlenwasserstoffe oder Rohdélfraktionen gelten daher nur mit gewissen Hin- 
schrinkungen, sind jedoch vom dkologischen Gesichtspunkt von Wert. 

Aspergillus versicolor verwendet die Alkane von C,; bis C3, mit abnehmender 
Leichtigkeit (Hopkins u. CarBNALL 1932); das Paraffinbakterium von Tavsz u. 
Donatu (1930) nutzt Kohlenwasserstoffe vom Hexadecan an aufwarts mit zuneh- 
mender Leichtigkeit. Ahnlich wurden bei Haas, Yanrzr u. BusHNELL (1941) die 
Petroleumfraktionen, also Kerosin, Leicht- und Schwerél und Paraffinwachs 
leichter abgebaut als Gasolin oder Petrolither. Diese Verhaltnisse sind auch ab- 
hiingig von den iibrigen Eigenschaften des betreffenden Rohéls, insbesondere seinem 
Gehalt an Aromaten, Naphthenen und Naphthensiiuren. So fanden STonE, FENSKE 
u. WuitTE (1940, 1942) leichteres Wachstum gramnegativer Bakterien (zumindest 
teilweise fluorescierende Pseudomonaden) auf Leichtél als auf Schwerél und Teer; 
Leichtéle wurden stirker viscos. Am schnellsten wuchsen diese Formen auf paraf- 
finischen, weniger schnell auf naphthenischen und am langsamsten auf stark aroma- 
tenhaltigen Fraktionen. So wurde ein paraffinischer Schwerdlriickstand (Petro- 
latum) besser angegriffen als ein aromaten- oder asphaltenhaltiger. 

Nach dem biochemischen Sauerstoffbedarf, der in Ansitzen mit Kohlenwasser- 
stoffe oxydierenden Mischkulturen mariner Herkunft auftritt, stellten ZOBELL et al. 
(1943) eine Reihenfolge der Angreifbarkeit von Kohlenwasserstoffen auf. Mit zu- 
nehmender Leichtigkeit wurden oxydiert: Gasolin, Kerosin, Maschinendl und 
Petrolatum, in einer anderen Serie Hexan, Tetratriacontan, Paraffinwachs (C,, bis 
C,5). Von den Aromaten wurden Toluol und Xylol schneller oxydiert als Benzol und 
Cyclohexan, Naphthalin schneller als Anthracen. 

Bei Pseudomonas aeruginosa ist die Vorliebe fiir niedere und héhere paraffinische 
Kohlenwasserstoffe von Stamm zu Stamm verschieden (ImELIK 1948b). Zu einer 
ahnlichen Verallgemeinerung kommt auch BEERSTECHER (1954). 

Uber die Abbaugeschwindigkeiten, die sich in Kulturen erzielen lassen, liegen 
folgende Angaben vor: Rohkulturen in Kolben mit etwa 2 dm? Grenzfliche gegen 
Luft oxydierten 15 mg Petroleum oder 8 mg Paraffinspine je Tag (SOHNGEN 1913a). 
Reinkulturen arbeiteten etwas langsamer. Naphthenisches Rohél in 0,6 mm dicker 
Schicht wurde in 7 Monaten zu 45,5 Gew.-°/, abgebaut, und zwar 157 g/m? in 
2 Monaten und 250 g/m? in 7 Monaten; Motorenél wurde mit einer Geschwindigkeit 
von 100 g/m? in 7 Monaten oxydiert (Tausson u. Saprro 1934). Die Zahlen zeigen. 
deutlich, wie verschieden schnell einzelne Fraktionen des Rohéls angegriffen werden. 
Tausz u. PErer (1919) fanden einen Abbau einer 1—3 mm dicken Olschicht in 
etwa 30 Tagen bei 25°C. Zuriick blieben 5,2°/, der Einwaage in Form von Asphal- 
tenen, wihrend der Asphaltengehalt im Ausgangsrohél 0,3°/, betragen hatte. 
Durch intensives Riihren erzielten RayMonp u. Davis (1960) einen Abbau von 
57g n-Oktadecan in 21 Nahrmedium in 4 Tagen. Abbaugeschwindigkeiten unter 
natirlichen Verhiltnissen sind im niichsten Abschnitt zusammengestellt. 
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Bei der Veriinderung von Rohél und Rohdlfraktionen durch Bakterien spielen 
ebenfalls biologische und physikalische Faktoren eine Rolle, ebenso wie die Zusam- 
mensetzung des verwendeten Ols. Tausson u. Saprro (1934) beobachteten den Ver- 
lust leichterer Fraktionen aus einem stark naphthenhaltigen Rohdl. Schwerere 
Destillate, Motorenél und Schmierfett, wurden langsamer abgebaut. IweirKk (1948 a) 
fand bei Gasél eine leichte relative Zunahme der naphthenischen und paraffinischen 
Fraktion und eine Abnahme der aromatischen. Die Dichte der aromatischen und 
olefinischen Fraktion nahm wihrend des Versuches zu, die der Paraffine und Naph- 
thene nahm ab. Hier wurden also bevorzugt die hdheren Paraffine und die niederen 
Aromaten abgebaut. AppERT u. Lours (1955) warnen vor Verallgemeinerungen iiber 
den Abbau von Rohél in Mischkulturen. In ihren Versuchen mit Rohél von Kuweit, 
das mit Rohkulturen aus Seeschlamm inkubiert wurde, zeigte sich eine voriiber- 
gehende Zunahme der alkoholléslichen oxydierten Produkte (résins), anschlieBend 
bildeten sich Asphaltene. Besonders die erste Phase ahnelt dem entsprechenden 
Stadium bei der chemischen Oxydation des Ols an Licht und Luft. DostALEK (1957) 
untersuchte verschiedene tschechische Rohéle mit Psewdomonas-Rohkulturen. Die 
leichteren paraffinischen Ole wurden schneller oxydiert als die schwereren naphthe- 
nischen. Von den paraffinischen Rohélen wurden offenbar die leichtesten Paraffin- 
bestandteile genutzt, das spezifische Gewicht des Ols stieg. Bei guter Beliiftung bil- 
deten sich auch Asphaltene, vielleicht teilweise durch chemische Oxydation. Desul- 
furikanten-Rohkulturen (mit Lactat gewonnen) wuchsen auf paraffinischen Rohdlen 
wesentlich leichter als auf naphthenischen. auch hier sollen die leichten Paraffine 
abgebaut werden; die Effekte waren jedoch unter anaeroben Verhaltnissen wesent- 
lich weniger deutlich als unter aeroben. 


In den Versuchen von Konesntk u. Smonova (1957) mit Psewdomonas-Roh- 
kulturen und Mischungen von Pseudomonas- und Desulfurikanten-Rohkulturen 
wurden Asphaltene und eine zwischen 250 und 300° siedende Fraktion eines paraf- 
finischen Erdéls nicht genutzt, wohl das unbearbeitete Rohél. Aus diesem wurden 
keine nennenswerten Mengen von Asphaltenen gebildet, aber sein relativer Gehalt 
an Kohlenstoff und Wasserstoff nahm ab. Kristallisierbare Paraffine verschwanden, 
das Verhiltnis CH;/CH,, gemessen mit dem Infrarotspektrographen, stieg, der 
Schmelzpunkt der Paraffinfraktionen sank. Auffallend war die Erhéhung des 
Naphthensiuregehaltes auf das Zehnfache in denjenigen Kulturen, die mit Pseudo- 
monaden und Desulfurikanten zusammen anaerob inkubiert worden waren. 


Solche Mischung von Aeroben und Desulfurikanten findet man auch in Kiihlélen 
(Olemulsionen), wie sie bei der Metallbearbeitung verwendet werden. Nach Prvnick 
(1956), IsenBERG (1959) und Guynus (1959) ist eine Reihe von Bestandteilen dieser 
Praiparate unangreifbar oder toxisch fiir Desulfurikanten, so z.B. die Naphthen- 
siuren. Die Pseudomonaden bauen diese Substanzen ab und erméglichen den Desul- 
furikanten das Wachstum. Womdglich bilden die aeroben Bakterien auBerdem aus 
dem Kohlenwasserstoffanteil dieser Kiihléle sauerstoffhaltige Zwischenprodukte, die 
dann bei Vorliegen eines entsprechenden Redoxpotentials durch Desulfurikanten 
angegriffen werden kénnen. 


Ob Asphalte, wie sie zum StraBenbau verwendet werden, oder deren Koblen- 
wasserstoffe den Bodenbakterien zuginglich sind, ist noch fraglich. Die erzielten 
Anderungen der physikalischen Eigenschaften sind auch in mehrjaihrigen Ver- 
suchen noch unregelmaiSig und undeutlich, manchmal in den Bakterienkulturen 
schwiicher als in den der Luft und der Salzlésung ausgesetzten Kontrollen. Anderer- 
seits vermehren sich Bakterien zweifellos auf dem rohen Asphalt, eine leichte bis 
260°C siedende Fraktion fehlt in den mit Bakterien inkubierten Proben (HARRIS 


1957). 
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III. Die Verbreitung der Kohlenwasserstoffoxydanten 
in der Natur 


Methanomonas methanica ist in der Natur weit verbreitet und von groBer 
dkologischer Bedeutung. SOHNGEN (1906a, 1910) fand diese Art in Gartenerde, in 
groBerer Zahl in Wasser von Kaniilen und Teichen, vor allem in den Schleimiiber- 
ziigen auf hdheren und niederen Wasserpflanzen. Auch in Jauche war sie anzutreffen. 
LEADBETTER u. Fosrer (1958) erzielten Anreicherungen aus denselben Biotopen, 
allerdings aus Wasser und Boden verschieden pigmentierte Varietiten. Der Stausee 
von Rybinsk enthilt je nach der Jahreszeit 1—400 Methanoxydanten je Milliliter 
Wasser (RoMANENKO 1959). Uber Erdél- und Gaslagerstiitten kann die Konzen- 
tration des Methans in der Bodenluft erhéht sein und auch die Zahl der Methan- 
oxydanten (LucHTEROVA u. MarKrEeL 1956; Sort 1957). Auffallender ist jedoch in 
solchen Bezirken das Auftreten von Bakterien, die Athan und Propan oxydieren, weil 
diese Kohlenwasserstoffe im Boden ohne solche geologische Besonderheiten niemals 
in Konzentrationen vorkommen, die von Mikroorganismen ausgenutzt werden kén- 
nen. Erfolgreiche Anreicherungskulturen von entsprechenden Mycobakterien und 
Pseudomonas propanica beschreiben Boxova (1954), DosTALEK (1954b), Kuznitcoy 
u. TELEGINA (1957), Soxt (1957) sowie Davis (1959). Obwohl die Mycobakterien, die 
Athan und Propan oxydieren, auch andere organische Substanzen ausnutzen, sind 
Tsolierungsversuche mit diesen Gasen als einziger Kohlenstoff- und Energiequelle 
fast nur in geologisch ausgezeichneten Gebieten moéglich, so dai auf diesem Prinzip 
eine mikrobiologische Methode der Lagerstittenerkundung ermittelt wurde. Litera- 
turangaben hierzu finden sich bei BEERSTECHER (1954), UPDEGRAFF u. WREN (1954) 
und in den oben zitierten Arbeiten. 

Bakterien, die hohere Kohlenwasserstoffe angreifen, sind auf der Erdoberfliiche 
ubiquitar und nicht an das Auftreten dieser Substrate in der Natur gebunden. Das 
geht auch daraus hervor, daB, wie bereits erwaihnt, zahlreiche Laboratoriums- 
stimme von Pseudomonas aeruginosa und Mycobakterien Kohlenwasserstofte zu 
oxydieren vermégen, obwohl sie nicht mit Kohlenwasserstoffen als Substraten 
isoliert wurden (siehe Tab.2). S6uNGEN (1913a,b) fand 3000 Paraffinoxydanten je 
Milliliter Grabenwasser und bis zu 200000 je Gramm Gartenerde. 1 ¢ frischen 
Meeresschlammes enthialt 100— 100000 Kohlenwasserstoffoxydanten (ZOBELL et al. 
1943). Haag (1927) isolierte Mycobakterien und Nocardien mit Petroleumdiimpfen 
aus Erde, Schlamm, Wasser, Mist, Pflanzenmaterial, Butter, Milch und fand hiufig 
mehr als eine Art. Kohlenwasserstoffoxydanten, meist Pseudomonaden und Nocar- 
dien, finden sich auch in extremen Biotopen, so z.B. in Wiistenbéden (Tausson, 
zitiert nach BEERSTECHER 1954), im Sediment des Toten Meeres (ELAZARI-VOLCANI 
1943), im Balchaschit, einem aus Organismenresten gebildeten Mineral des Ala- 
Kul-Sees (Sturm u. OrLovaA 1937), im Kot von Haustieren (JANKE 1948) und in 
allen zu diesem Zweck untersuchten Proben von Meerwasser und Meeresschlamm 
(GRANT u. ZOBELL 1944). 

Aromatische Kohlenwasserstoffe werden von einer Reihe von Formen angegrif- 
fen, die zur normalen Bodenflora gehéren, aber in Erdélgebieten besonders zahlreich 
auftreten (GRAY u. THORNTON 1928; Tausson 1928a,c; BoNETTI 1956). Von fiinf in 
Grundwissern vorkommenden Bakterienarten, die Naphthalin oxydieren kénnen, 
waren die beiden aktivsten auf das Grundwasser von Olfeldern beschriinkt (Nav- 
mova 1960). Auch im Meer finden sich vereinzelt Bakterien, die Toluol oxydieren 
k6énnen (ZoButt et al. 1943). 

Die Verteilung einzelner Arten zeigt jedoch gewisse Besonderheiten. So findet 
sich z.B. Mycobacterium agreste (Nocardia corallina) in Boden trockner Klimate 
hiufiger als in dauernd feuchten Boden (GRay u. THORNTON 1928). In Rohkulturen 
mit Erde pflegen im allgemeinen zuerst Pseudomonaden sich einzustellen, spater, 
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oft nach einem Entwicklungsmaximum der Pseudomonaden, erscheinen andere 
Bakterien (Stonz et al. 1940, 1942). 

Die Mikrobiologie des Erdéls zu behandeln, ist nicht Aufgabe der vorliegenden 
Arbeit. Es sei auf die Zusammenfassungen von BEERSTECHER (1954) und Kuzniicov 
(1957, 1959) verwiesen. Hier sei nur erwihnt, da® bisher von keinem mit Sicherheit 
aus einer Erdéllagerstatte stammenden Bakterium nachgewiesen werden konnte, 
dafi es Kohlenwasserstoffe abbaut. Zwar fanden sich in Sondendlen und erbohrten 
Schichtwassern Bakterien, die in Anreicherungskulturen mit Heptan und Isooctan 
wuchsen (Osnickaya 1958). Auch Voros’Eva (1957) fand ahnliche Formen, und 
MULLER u. ScHwartz (1948) isolierten Bakterien, die Hexan und Cyclohexan oxy- 
dierten. Nach denselben Autoren geht jedoch aus Vergleichen zwischen der Flora der 
Sondenéle und der Flora steril vor Ort entnommenen Olsandes hervor, da solche 
aeroben Bakterien wahrscheinlich nicht zur echten Flora der Erdéllagerstiitte 
gehéren (MULLER 1944; MULLER u. Scuwarrz 1948). Von den fakultativ oder obli- 
gat anaeroben Bakterien fanden sich vereinzelt Denitrifikanten, regelmaBig Desul- 
furikanten, auBerdem Cellulosespalter und Methanbakterien (Bastin 1926; Bastin 
et al. 1928; MtLupr 1944; MULLER u. ScHwartz 1948; KNOsEL u. ScHwaRtTz 1954; 
EKZERCEV u. Kuzniicoy 1954; Necanva 1955; Exzercev 1956, 1958; Greve et al. 
1956; RyBaKkova 1957; ZoBELt 1959; Kuznecova 1959 sowie GrnsBuRG-KARA- 
GITSCHEWA und Tausson, zitiert nach MULLER u. SCHWARTZ 1948). 


Zweifellos sind z. B. die Sulfatreduzenten in den Lagerstatten in gewissem MaBe 
tatig, was sich daraus ergibt, dai nach Kinpressen von Formalin in die erdélfiihrende 
Schicht der Gehalt des Schichtwassers an Schwefelwasserstoff verringert ist. Aber 
die aus Lagerstatten isolierten Sulfatreduzenten sind ebenso wie die Methanbak- 
terien nicht in der Lage, Kohlenwasserstoffe anzugreifen; sie sind wohl in der Lage, 
molekularen Wasserstoff zu oxydieren, so dai man diesen fiir ihre Aktivitat verant- 
wortlich machen kénnte (Sturm 1957; Kuznicova 1959; ExzEeRcEV u. KuzNEcov 
1954; Nnéazva 1955). Dariiberhinaus kommen noch sauerstofthaltige Nebenbestand- 
teile des Erdéls als Wasserstoffdonatoren in Frage, worauf die Beobachtungen von 
Exzercev (1956) und Kuzn&cova (1959) hinweisen. 


IV. Der Abbau von Kohlenwasserstoffen unter natirlichen 
Bedingungen 

Der in der Natur am weitesten verbreitete Vorgang dieser Art ist die Methan- 
oxydation. Sie ist vor allem dort zu beobachten, wo das im Boden und im Schlamm 
der Gewiisser von Methanbakterien gebildete Gas aufsteigt und in aerobe Verhalt- 
nisse gelangt. 

Vorstellungen fiir das Ausma8 dieses Vorganges im Boden haben wir bis jetzt 
nicht. Aus den Angaben von GieLroxt u. Mansonti (1909) geht lediglich hervor, da 
die Flora der Methanoxydanten in italienischem Feld- und Wiesenboden unterhalb 
30 cm Tiefe stairker ausgebildet ist als in der oberfliichlichen Schicht. Hohe Aktivi- 
titen fanden sich auch in FluBtreibschlamm, Abwasserschlamm und in mit Stallmist 
gediingten Boden. 

Uber die Methanoxydation in Gewiissern hat Soroxrn Beobachtungen an- 
gestellt. Dabei erfaBte er zuniichst alle diejenigen Prozesse, bei welchen anaerob ge- 
bildete reduzierte Substanzen in die oxydierten Endprodukte der Mineralisation 
iiberfiihrt werden, und bezeichnet sie zusammenfassend als ,,Chemosynthese*‘ 
(Dieser Begriff wird dabei in unzulassiger Weise erweitert.) 

Die CO,-Aufnahme im Dunkeln, gemessen mit der C-Methode, d.i. die ,,Chemo- 
synthese“‘ im Sinne Soroxrys, entspricht je nach der Aktivitat des Seesediments 
einer Assimilation von 0,5—6 mg Kohlenstoff je Gramm Nafschlamm und Tag. Der 


406 G. WoLFGANG FuuHs: 


Anteil, den die Methan- und Wasserstoffoxydanten an dieser Assimilation haben, 
wird dadurch gekennzeichnet, daB in viertiégigen Versuchen die CO,-Aufnahme 
nach Zugabe von Methan 1,5—2mal, nach Zugabe von Wasserstoffgas 10—20mal 
so groB wurde, wiihrend der Anteil der Nitrifikanten wahrscheinlich als geringfiigig 
angesehen werden kann (SoROKIN 1955). Zur Bildung von 1 mg organischen Kohlen- 
stoffs werden 20—30 mg Methan bendtigt, woraus sich ein Bedarf von etwa 3 cm* 
fiir 1 mg feuchte Bakterienmasse errechnet (SOROKIN 1957a). Bei einer Temperatur 
von 0,5°C verliiuft die ,,Chemosynthese“‘ um den Faktor 3,2—3,5 langsamer als bei 
20°C. Die Biomasse der beteiligten Mikroorganismen erneuert sich bei 0,5°C nur um 
2,6—6,8°/, taglich gegeniiber 8—26°/, bei 20°C. 

Die Oxydation fliissiger Kohlenwasserstofte im Boden finden wir einerseits in der 
Umgebung von Olfeldern, von Erdélindustrien und -gewerbe und zum anderen dort, 
wo Erdélprodukte verschiittet werden oder aus undichten Behaltern auslaufen. 
Beide Fiille sind sehr verschieden zu bewerten, weil im ersten Falle mit einer adap- 
tierten Mikroflora zu rechnen ist, im anderen Falle anfanglich nicht. 


Die erste Wirkung auf die Bodenmikroflora ist eine selektionierende. Die bak- 
teriostatischen Eigenschaften mancher Kohlenwasserstoffe, die schon BrErast 
(1914) zur Trennung von Coli- und Typhusbakterien ausnutzte, kénnen hier nicht im 
einzelnen besprochen werden. Eine Zusammenstellung der Literatur findet sich bei 
ZOBEtL 1946 und 1950; die Unvertraglichkeit mancher niederen Kohlenwasserstofte 
fiir Bakterien, die zur Kohlenwasserstoffoxydation fahig sind, wurde bereits oben 
erwahnt (8.401). Bei plétzlicher Zufuhr von Mineralélen zum Boden kann demnach 
die Artenzahl im Boden mehr oder weniger stark verringert werden; im Anschlu8 an 
diese Dezimierung vermehren sich diejenigen Formen, welche die Kohlenwasser- 
stoffe und ihre jeweiligen Begleitsubstanzen assimilieren kénnen. Dabei kann die 
Bakteriendichte iiber den urspriinglichen Wert ansteigen. Wiederholte Zugabe des 
Substrats fiihrt zu seinem beschleunigten Abbau. TATTERSFIELD (1927) beobachtete 
einen Abbau von 50 mg Naphthalin in 100 g Boden zuerst in 100 Std, nach wieder- 
holter Zugabe in 12 Std. In einem anderen Fall ergab Zufuhr von Rohél zu einem 
Ackerboden eine erhéhte Individuenzahl der Aeroben bei reduzierter Artenzahl und 
Vorherrschen von Mycobacterium hyalinum, einer Form, die Kohlenwasserstoffe 
angreift (siehe Tab. 2). Die Zahl der Anaeroben und der Pilze war unverandert. Der 
Ammoniumgehalt im Boden stieg, Nitrate verschwanden vdllig, die Nitrifikation 
blieb bis zur Normalisierung der Mikroflora unterbunden. GréBere Gaben von Rohél 
beeinfluBten die physikalischen EKigenschaften des Bodens und zerstérten seine 
Struktur (BALDWIN 1922). MarraEws (1924) beobachtete den mikrobiellen Abbau 
von Benzol, Toluol, Xylol, ps-Cumen, Mesitylen, Naphthalin, Cymin, Pinin und 
Hexan mit zunehmender Leichtigkeit. In den Versuchen wurde einem Kilogramm 
des Bodens 1/,) Mol der zu priifenden Substanz zugegeben. 


Bei derartigen Versuchen ist eine wichtige Fehlerquelle zu beriicksichtigen. 
Wenn unmittelbar nach Gaben von Toluol, Naphthalin oder des schwer abbaubaren 
Benzols sowie von Schwefelkohlenstoff oder Tetrachlorkohlenstoff die Bakterien- 
dichte im Boden rapid ansteigt, so ist das darauf zuriickzufiihren, da die Protozoen, 
die natiirlichen Antagonisten der Bakterien im Boden, und andere Tiere abgetétet 
werden und eine zusiitzliche Bakterienvermehrung auf Kosten der toten Tiersub- 
stanz stattfindet (STORMER 1907, 1908; RussELL u. Hurcurson 1909; MarrHEws 
1924; weitere Literatur bei ZOBELL 1946, 1950). DaB die Vermehrung der Kohlen- 
wasserstoffoxydanten erst einige Tage nach der Substratzufuhr merklich wird, 
geht deutlich aus den ausfiihrlichen Versuchen von Jacoss (1931) hervor. SruNDL 
(1959) sowie SCHWEISFURTH u. ZIMMERMANN (1960) beschrieben Kurzzeitversuche 
iiber die Kinwirkung von Kraftstoffen auf Boden, in denen die Frage des mikro- 
biellen Abbaus jedoch nicht weiter behandelt wird. 
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Unsere Kenntnisse iiber den im Boden stattfindenden Kohlenwasserstoffabbau 
sind somit noch ziemlich diirftig, obwohl Methoden zur Zihlung der aktiven Mikro- 
flora (Jacoss 1931; Vorogmtova u. Dranova 1952) und fiir die Extraktion und An- 
alyse von Kohlenwasserstoffen vorliegen (MULLER 1957 u.a.). Die groiten Schwierig- 
keiten, allgemeingiiltige Ergebnisse durch Modellversuche zu erzielen, liegen aber in 
der Verschiedenheit der Béden, der darin enthaltenen Mikroflora und der zugefthr- 
ten Rohprodukte. Es erscheint daher niitzlich, noch einmal diejenigen Faktoren auf- 
zuzeigen, die den mikrobiellen Abbau der Kohlenwasserstoffe im Boden in den 
meisten Fallen begrenzen werden. Es sind dies 


1. die chemische Zusammensetzung des Substrats, also der Kohlenwasserstoffe 
und ihrer Begleitsubstanzen, ihre Konsistenz, ihr Dampfdruck, ihre Wasserléslich- 
keit und Toxicitiit, 

2. die Menge des zugefiihrten Substrats und seine Verteilung im Boden, ins- 
besondere seine Grenzfliichenentwicklung gegen Bodenlésung und Bodenluft, 

3. der Feuchtigkeitsgehalt des Bodens, die Sauerstoffzufuhr, Redoxpotential, 
Wasserstoffionenkonzentration, Temperatur, Angebot geeigneter Stickstoffquellen 
und weitere chemische Faktoren, 

4. der Zeitfaktor bei plotzlicher Mineralélzufuhr zum Boden. Die Zeitspanne, 
innerhalb welcher der Kohlenwasserstoffabbau im Boden in Gang kommt, hingt 
wiederum ab von der Art und Dichte der vorhandenen Biozénose, auBerdem 
von den meisten bereits oben aufgezaihlten Faktoren. 

Hinige weitere Einfliisse sind grundsitzlich zu beriicksichtigen, werden aber nur 
in extremen Fallen einen begrenzenden EHinfluB auf die Abbaugeschwindigkeit 
haben: 

1. Eine Neubesiedlung des Bodens mit Kohlenwasserstoffoxydanten ist nur bei 
Zufuhr steriler Substrate zu praktisch sterilen Boden und Bodenschichten not- 
wendig. 

2. Leicht assimilierbare organische Substanzen in hohen Konzentrationen kén- 
nen mit den Kohlenwasserstoffen konkurrieren und die Adaptation der Zellen 
hemmen. 

3. Wegen der notwendigen groBen Oxydationsarbeit und der Sattigung von 
Enzymsystemen werden unter sonst gleichen Bedingungen Kohlenwasserstoffe lang- 
samer abgebaut als weniger stark reduzierte Substrate. Normalerweise werden aber 
ungiinstige iuBere Bedingungen den Abbau weit stiirker beeintrichtigen als solche 
und andere innere Faktoren. 

Uber die Oxydation von Erdél und dergleichen an Wasseroberflichen gibt es eine 
Reihe von Beobachtungen. So fand Tausson (1928a), da 0,1—0,2 mm dicke 
Petroleumschichten, die zur Moskitobekimpfung auf ein stehendes Gewiéisser 
gebracht worden waren, im Sommer in 10 Tagen emulsioniert, perforiert und oxy- 
diert wurden. Ahnliche Beobachtungen machten HzapLer u. Mixer (1927). 
Beckman (1926) berichtet von raschem Verschwinden von Bilgewasser und der 
Erdélladung eines havarierten Tankers in der Bucht von San Francisco. Auch im 
Abwasserkanal von Los Angeles verschwindet die Olschicht, bevor das Abwasser den 
Ozean erreicht hat. Auffallend ist ferner, da hollandische Kaniile, die liber eine 
sehr reiche Mikroflora verfiigen, auch bei stiirkster Befahrung keine Olfilme zeigen. 
Der Canal grande in Venedig hingegen zeigt eng begrenzte Olflecke an den Anlege- 
stellen der Motorboote. Ob die Spiilwirkung des Tidenstroms (Rio u. BUSULINI 
1956a,b) oder Mikrobenwirkung ihre weitere Ausdehnung verhindert, bleibt zu 
klaren. Olhaltige Abwasserfahnen kénnen unterhalb von Erdolindustrien auftreten. 
SchlieBlich kennen wir wiederkehrende Olbelistigungen in der Umgebung von 
Tankerhafen durch das Reinigen und Fluten von Oltanks sowie schwerste Verélun- 
gen in See- und Binnenhifen. 
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Einen ersten Versuch, den Olabbau in einem Binnengewisser exakt zu verfolgen, 
stellen die Untersuchungen an Moskwa und Wolga dar, in denen zunichst Verteilung 
und Hiufigkeit Rohdl oxydierender Bakterien festgestellt wurden. Nach VoROSILOVA 
u. Dranova (1950, 1952) wird der Olfilm auf der Moskwa unterhalb einer Crack- 
Anlage zunichst von der Unterseite her mikrobiell besiedelt. Durch das Mikroben- 
wachstum und die Verdunstung leichter Fraktionen sinkt der Film, besonders bei 
Turbulenz, in Flocken zu Boden. Dort, vor allem in stillen Buchten, haben anaerobe 
Bakterien die Méglichkeit, den Abbau fortzusetzen. Aufsteigende Blasen von Methan 
aus dem reichlich vorhandenen Faulschlamm nehmen dann das Material wieder 
mit zur Wasseroberfliche, wo sie beim Platzen kleine Olfilme freisetzen. Dieses 
, sekundiire’‘ Erdél gelangt dann wieder unter den EinfluB aerober Bakterien und so 
fort. Der Transport durch Gasblasen kann im Sommer 20 g Erdél je Stunde und 
Quadratmeter zu Tage férdern, im Winter bis zu 2 g je Tag und Quadratmeter. 
In Laborversuchen iiber den aeroben Abbau vermehrten sich die Bakterien in 
10 Tagen auf das 15—200fache. Bei der Analyse des Selbstreinigungsprozesses in 
der Moskwa fanden sich 100 m unterhalb des Einlaufs hiiuslichen und 6dlhaltigen Ab- 
wassers 606000 Bakterien je Milliliter auf Fleischpeptonagar und mehr als 10’ Erdél 
oxydierende Bakterien gegeniiber 30—19000 bzw. 10 oberhalb der Stadt. Die 
Wassertemperatur betrug 18°C. Die Vermehrung der Erdéloxydanten beginnt dem- 
nach wie die der Faulnisbakterien bereits im Einlauf. 20 km unterhalb der Stadt 
fanden sich nur noch 10°/, der Saprophyten auf Fleischpeptonagar, aber immer noch 
mehr als 10? Erdéloxydanten je Milliliter, erst im Verlaufe von weiteren 100 km nor- 
malisierte sich ihre Zahl einigermafien. Kennzeichnend ist vor allem das Mengen- 
verhiltnis der Erdéloxydanten zu den Saprophyten, die auf Fleischpeptonagar 
wachsen. Die Zahl der Erdéloxydanten liegt in Gewissern ohne Olverschmutzung 
unter 5°/,, meist noch weit niedriger. Sie steigt in der Moskwa im Sommer in der 
Verschmutzungszone auf mehr als 12800°/, und betragt weitere 100km fluBabwarts 
noch 14°/,. Bei niedrigeren Temperaturen verlagert sich das Maximum der Erdéloxy- 
danten vom Einlauf aus einige Kilometer talwirts; die Reinigungsstrecke zieht sich 
in die Lange. Im Winter schlieflich wird die Erdéloxydation weit stiirker gehemmt 
als die tibrigen Abbauprozesse, was sich in einem Absinken des Anteils der spezi- 
fischen Mikroflora auf 5°/, und darunter anzeigt. 


Auch Moseryié (1957) findet in manchen Partien der Wolga mehr Erdéloxydan- 
ten als Faiulnisbakterien, ihre Zahl betriigt in einigen FluBabschnitten 1000 je Milli- 
liter und mehr. 


Die Faktoren, die den Abbau der Kohlenwasserstoffe im wiBrigen Milieu 
begrenzen, sind grundsitzlich dieselben wie im Boden. Spreitung des Erdélfilms auf 
Wasser, Turbulenz (Grenzfliichenerneuerung), Diffusion léslicher und Verdiinnung 
toxischer Anteile erleichtern den mikrobiellen Angriff. Da Olfilme die Sauerstoff- 
aufnahme der Wassermasse in gewisser Weise beeintriichtigen kénnen, zeigten 
MANN u. STeHR (1958) sowie GENNERICH (1959). IssuRovA (1941) warnt jedoch vor 
der Uberschiitzung dieses Einflusses auf die Mikroorganismenentwicklung und zeigt, 
dafs ein geringerer Sauerstoffgehalt unter einer Olschicht auch durch den Sauerstoff- 
bedarf der mikrobiellen Oxydation verursacht sein kann. (Zur Frage des biochemi- 
schen Sauerstoffbedarfes von Erdélprodukten vgl. auch ZoBEtx et al. 1943.) 


Zur Dispersion der Ole kénnen auch Detergentien beitragen. Das sind nicht nur 
héhere Fettsiuren, die beim Abbau der Kohlenwasserstoffe als Zwischenprodukte 
gebildet werden, sondern auch andere Substanzen, die von einer Vielzahl von 
Mikroorganismen in mineralischen Medien gebildet werden, unter anderem von 
Desulfovibrio desulfuricans (LA RiviirE 1955a,b). Dieser Umstand kann dafiir ver- 
antwortlich sein, dal} sich auf den hollandischen Kanalen keine (filme bilden; das 
rege Mikroorganismenleben in Wasser und Schlamm verbunden mit geringer Wasser- 
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tiefe und guter Durchmischung durch Wind und Verkehr kann eine rasche Emul- 
gierung der Ole erméglichen. 

Diese Detergentienproduktion und andere Wirkungen der Desulfurikanten 
sollten auch zur Freisetzung von Erdél aus sandigen élfiihrenden Gesteinen heran- 
gezogen werden, indem man entsprechende -Rohkulturen in die Lagerstiitten ein- 
pumpt (ZoBELL 1944, 1947a,b,c). Weitere Untersuchungen und eine kritische Dis- 
kussion dieser Méglichkeit folgten (La Rivibre 1955b; UppmcRrarr u. WREN 1954; 
Davis u. UppuGrarr 1954). In der Praxis verringerte sich jedoch nach dem Ein- 
pumpen von Desulfurikanten-Rohkulturen die Schiittung der Sonden, und die 
Viscositat des geforderten Rohdls stieg (KuzNECov 1957). Um Korrosionserscheinun- 
gen an den Bohrgeraten hintanzuhalten, hat man sogar die Tatigkeit der Sulfat- 
reduzenten in der Lagerstitte ausgeschaltet, ohne da die Schiittung der Sonde 
nachgelassen hatte (KuzNEcova et al. 1957). Weitere Berichte finden sich in einem 
Symposiumsbericht (,,Sulfate reducing bacteria and the secondary recovery of oil” 
Symposium St. Bonaventure Univ., St. Bonaventure, N.Y. 1958), iiber den an 
dieser Stelle nicht ausfiihrlicher berichtet werden kann. 


Schlu8bemerkung. Beziehungen zum chemischen Abbau 
der Kohlenwasserstoffe 


Die vorausgehenden Darlegungen kénnten den Eindruck erwecken, als ob der 
chemische Abbau der Kohlenwasserstoffe unter natiirlichen Bedingungen bedeu- 
tungslos sei. Zahlreiche Kontrollversuche, die in der zitierten Literatur beschrieben 
sind, nimlich Versuche ohne Mikroorganismen, mit steril gemachten Bodenproben 
oder mit Schlimmen, die mit Formalin versetzt waren, legen tatsachlich den SchluB 
nahe, daf tiberall dort, wo sich eine nennenswerte Mikroflora entfalten kann, ihre 
Wirkung die der chemischen Oxydation weit ibertrifft. 

Dagegen ist zu erwarten, daB z.B. plétzlich auftretende Olfilme auf hoher See 
oder anderen relativ bakterienarmen Gewassern bis zu ihrer mikrobiellen Besiede- 
lung chemisch verandert werden, daB ferner dickere Olschichten von der Unterseite 
bakteriell und von der Oberseite chemisch angegriffen werden und dai sich Benzin 
in Tanks in der Masse chemisch und an der Grenzflache gegen den Wassersumpf 
bakteriell verindert (THAYSEN 1939; ALLEN 1945; BaxanausKAs 1958, sowie die 
Zusammenfassungen von ZOBELL 1946, 1950; BrErstEcHER 1954; UPDEGRAFF u. 
WrREN 1954). Produkte der chemischen Oxydation werden auch anderen als Kohlen- 
wasserstoffe oxydierenden Bakterien zuginglich sein. Asphalte und Klumpen von 
Asphaltenen hingegen sind nicht nur wegen ihrer kleinen Oberflache Mikroorganis- 
men schwer zuginglich und werden womdglich an Licht und Luft stirker verandert 
als durch diese. 

Die Literatur iiber den chemischen Abbau von Kohlenwasserstoffen kann hier 
nicht beriicksichtigt werden. Ohne Anspruch auf Vollstandigkeit sei verwiesen auf 
die Zusammenstellungen von ZurpeMA (1946) und SrEwarT u. Kaxrio (1959), 
auBerdem die Arbeiten von WIBAUT u. STRANG (1951, 1952). Demnach beginnt der 
chemische Abbau der Kohlenwasserstoffe wie der enzymatische mit der Bildung von 
Peroxyden; jedoch werden die Molekiile an anderen Stellen angegriffen, z. B. 
Paraffinkohlenwasserstoffe nicht am terminalen Kohlenstoffatom. Aromatenhaltige 
Mineraléle bilden zuniichst alkohol- oder acetonlésliche Oxydationsprodukte und 
schlieBlich die bereits erwahnten, unléslichen, dunkel gefirbten Oxydationsprodukte, 


die Asphaltene. 


Fiir die Beschaffung schwer zuginglicher Literatur und wertvolle Diskussionen 
habe ich Herrn Professor Dr. 8. I. Kusnezow (Moskau) zu danken, Herr Professor 
Dr. T. O. WrKiN (Delft) erlaubte mir die Benutzung der wertvollen Kluyverschen 
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Sonderdrucksammlung. Die Bundesanstalt fiir Gewiasserkunde in Koblenz, ver- 
treten durch Herrn Dr. H. Knopp, erméglichte die Ubersetzung einiger russischen 
Texte. Herrn Dr. Ir. J. W. M. La Rivibre (Delft) danke ich sehr herzlich fiir die 
kritische Durchsicht des Manuskripts und wertvolle Hinweise. 
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